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Résumé 
 
Résumé 
Catharanthus roseus est une plante tropicale de la famille des Apocynacées d’intérêt 
thérapeutique en raison de sa capacité à synthétiser des alcaloïdes indoliques monoterpéniques 
(AIM) utilisés en chimiothérapie anticancéreuse. La teneur en AIM in planta est très faible 
notamment en raison d’une haute compartimentalisation cellulaire et subcellulaire de la voie 
de biosynthèse. Si la compartimentalisation cellulaire était bien caractérisée, très peu de 
données de localisation subcellulaire in situ étaient disponibles au début de cette thèse. Une 
connaissance fine de cette compartimentalisation est cependant nécessaire pour identifier les 
transports inter-compartiment de métabolites intermédiaires, limitant potentiellement le flux 
métabolique, afin d’améliorer ensuite le rendement de biosynthèse des AIM par ingénierie 
métabolique. Dans ce contexte nous avons réalisé une étude exhaustive de la localisation 
subcellulaire des enzymes de cette voie par imagerie GFP dans des cellules de C. roseus 
transformées par biolistique permettant d’établir un nouveau modèle intégré d’organisation 
cellulaire et subcellulaire de la biosynthèse des AIM. 
Mots-clefs: Catharanthus roseus, alcaloïdes indoliques monoterpéniques, terpènes, MEP, 
enzyme, compartimentalisation cellulaire et subcellulaire, transport, biolistique, imagerie 
GFP, BiFC, ingénierie métabolique. 
 
 
Abstract 
Catharanthus roseus is a tropical plant from the Apocynaceae family with a great therapeutic 
value due to its ability to synthesize monoterpene indole alkaloids (MIA) used in cancer 
treatment. The yields of these molecules in planta are very low due to a very high level of 
compartmentation of the biosynthetic pathway at both cellular and subcellular levels. While 
the cellular compartmentation was widely characterized, very few in situ subcellular 
localization data were available at the beginning of this PhD. An accurate knowledge of this 
compartmentation is necessary to identify intermediate metabolites transport events from one 
compartment to another one, in order to increase the MIA biosynthesis yield by metabolic 
engineering approaches. In this context we have proceed to the exhaustive study of the 
subcellular localization of these enzymes by in vivo GFP imaging in C. roseus cells 
transformed by biolistic. Potential interprotein interactions of these enzymes have also been 
studied by BiFC. Altogether, our results enabled us to draw an integrated model of the cellular 
and subcellular organization of MIA biosynthesis in situ. 
 Key words: Catharanthus roseus, monoterpene indole alkaloid, terpenoid, MEP, enzyme, 
cellular and subcellular compartmentation, transport, biolistic, GFP imaging, BiFC, metabolic 
engineering.
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Abréviations 
 
µm   micromètre 
10HGO  10-hydroxygéraniol oxydo-réductase  
16-OMT  16-hydroxytabersonine-O-méthyltransférase 
2,4-D   acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 
AACT  acétoacétyl-CoA thiolase 
ABA  acide abscissique 
ABC transporter   ATP binding cassette transporter (transporteur utilisant l’énergie 
fournie par l’hydrolyse de l’ATP) 
ABI  alcaloïde benzylisoquinolinique 
ADNc  acide désoxyribonucléique complémentaire 
AIM  alcaloïde indolique monoterpénique 
ANA  acide α-naphtalène acétique 
AP  alcaloïde purinidique 
ARNm  acide ribonucléique messager 
AS  sous unité α de l’anthranilate synthase  
ATN  alcaloïde tropanique et nicotinique 
Au  or  
BEt  bromure d’éthidium  
BiFC  Bimolecular Fluorescence Complementation (restauration de 
fluorescence par reconstitution d’un fluorophore) 
C. roseus  Catharanthus roseus (L.) G. Don 
Ca2+  ion calcium  
CaMV  virus de la mosaïque du chou-fleur (Cauliflower Mosaic Virus) 
CDP-ME  4-(cytidine 5’-diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol 
CDP-MEP  2-phospho-4-(cytidine 5’-diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol 
CFP  Cyan Fluorescent Protein (Protéine de Fluorescence Cyan) 
CMK  4-diphosphocytidyl-2C-méthyl-D-érythritol kinase  
CMS  4-diphospho-cytidyl-2C-méthyl-D-érythritol synthase  
CPR  cytochrome P450-reductase 
D4H  désacétoxyvindoline 4-hydroxylase  
DAPI  diamidino-4',6-phénylindol-2 dichlorhydrate 
DAT  déacétylvindoline 4-O-acétyl transférase  
DL7H  7-désoxyloganine 7-hydroxylase  
DMAPP  diméthylallyl diphosphate 
DMP  4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol 2-phosphate 
DMSO  Diméthylsulfoxyde 
dNTP  désoxyribonucléotide triphosphate  
DTT  dithiothréitol 
DXP  D-1-désoxyxylulose-5-phosphate 
DXR  1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase  
DXS  1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase  
DXS2  1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase homologue  
EDTA  acide éthylènediamine tétra-acétique 
EST  expressed sequence tags (Marqueur de Séquence Exprimée) 
g constante gravitationnelle  
G10H  géraniol 10-hydroxylase (CYP76B6) 
GAP  glycéraldéhyde 3-phosphate 
GES  géraniol synthase  
GFP  Green Fluorescent Protein (Protéine de Fluorescence Verte) 
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GGPP  géranylgéranyl diphosphate 
GGPPS  GGPP synthase 
GPP  géranyl diphosphate 
GPPS  GPP synthase 
GUS  β-glucuronidase 
HCl  acide chlorhydrique 
HDR  HMBPP réductase  
HDS  4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl diphosphate (HMBPP) synthase  
HMG-CoA  3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA 
HMGR  HMG réductase 
HMGS  HMG synthase 
HMGS  hydroxy-3-méthyl-glutaryl-CoA synthase  
IAA  acide indole 3-acétique 
IDI  isopentényl diphosphate (IPP) isomérase  
IPP  isopentényl diphosphate  
IPTG  isopropyl-thiogalactopyranoside 
kb  kilo base 
kDa  kilo Dalton 
kPa  kilo Pascal 
LAMT  loganic acid methyltransferase  
LB (milieu)  milieu de Luria Bertani 
MCT  2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate cytidil-transférase 
ME-cPP  2-C-méthyl-D-érythritol-2,4-cyclodiphosphate 
MECS  2-C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase  
MeJa  méthyl jasmonate 
MEP  2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate 
MET  Microscopie Electronique en Transmission 
MTC monoterpène cyclase 
MTSI  monoterpène sécoiridoïde 
MVA  mévalonate 
MVD  mévalonate 5-diphosphate décarboxylase  
MVK  mévalonate kinase  
NLS  Nuclear Localization Signal (Séquence d’adressage nucléaire)  
nm  nanomètre 
NMT  2,3-dihydro-3-hydroxytabersonine-N-methyl transferase  
pb  paire de base 
PCR  réaction de polymérisation en chaîne 
PK  protéinase K  
PMK  mévalonate phosphate kinase  
ppm  partie par million 
PRX1  péroxydase  
psi pound per square inch (livre par pouce carré) 
PTS  Peroxisomal Targeting Sequence (Séquence d’adressage au 
péroxysome) 
RE  Réticulum Endoplasmique 
rpm  round per minute (tour par minute)  
RT-PCR  Reverse Transcription PCR (PCR sur produits de rétro-transcription)  
SDS  Sodium Dodecyl Sulfate (dodecyl sulfate de sodium) 
SDS-PAGE  SDS – polyacrylamide gel electrophoresis, électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide en condition dénaturante 
SGD  strictosidine β-D-glucosidase 
SLS  sécologanine synthase (CYP72A1) 
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STR  strictosidine synthase  
T16H  tabersonine-16-hydroxylase (CYP71D12) 
TAE  tris acétate EDTA 
TDC  tryptophane décarboxylase  
Tris  tri-hydroxyméthyl-aminométhane 
UGT2  UDP-glucose-glycosyltransférase 2  
UV  ultra violet 
W  tungstène  
wt  wilde type (phénotype sauvage) 
X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-galactopyranoside 
YFP  Yellow Fluorescent Protein (Protéine de Fluorescence Jaune)  
λ  longueur d’onde  
λ maxem longueur d’onde d’émission maximale 
λ maxex longueur d’onde d’excitation maximale 
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Préambule  
Importance du métabolisme secondaire chez les végétaux 
Les plantes sont des organismes sessiles (fixes) qui ont colonisé la quasi-totalité des 
milieux terrestres et aquatiques. Ne pouvant se déplacer de façon active, elles interagissent 
spécifiquement avec leur environnement en synthétisant à partir de leur métabolisme primaire 
une multitude de molécules spécialisées de structures très diverses (des plus simples aux plus 
complexes), appelées métabolites secondaires. Ces molécules ont des fonctions très variées 
allant de l’attraction d’insectes pollinisateurs, aux mécanismes de défense de la plante en 
réponse à différents stress environnementaux biotiques (défense contre des organismes 
pathogènes, interaction plante-plante…) ou abiotiques (protection contre les rayonnements 
UV…). A ce jour, plus de 100 000 métabolites secondaires ont été répertoriés (Chénieux, 
1990 ; Rhodes, 1994) bien que seulement 10% des 250 000 espèces d’Angiospermes connues 
aient été analysées. Le nombre de métabolites secondaires identifiés croit au rythme d’environ 
4000 nouvelles molécules par an, et les structures chimiques de ces composés sont 
répertoriées dans de véritables bibliothèque/banques de biomolécules comme par exemple 
PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). La notion de métabolites « secondaires » a été 
employée pour définir ces molécules hautement spécialisées et « non » essentielles pour le 
développement végétal mais nécessaires pour l’adaptation de chaque plante à son 
environnement, par opposition aux métabolites « primaires » communs à l’ensemble des 
plantes, voire à l’ensemble des organismes vivants lorsque l’on considère les molécules 
universelles du métabolisme. De plus, il est à noter qu’à l’inverse des métabolites primaires, 
les métabolites secondaires ne sont pas synthétisés de manière uniforme chez les végétaux (un 
métabolite secondaire pouvant être spécifique d’une seule espèce) et que leur synthèse, pour 
une certaine partie d’entre eux, ne s’effectue qu’en de faibles quantités et sous certaines 
conditions éco-physiologiques spécifiques. 
Les métabolites secondaires peuvent être regroupés en trois grandes familles en fonction de 
leur structure chimique:  
1) les composés phénoliques, qui possèdent tous au moins un groupement hydroxyle lié à un 
noyau aromatique, incluant notamment les phenylpropènes, les coumarines, les 
naphtoquinones, les flavonoïdes, les lignanes, les lignines ou encore les tanins. 
2) les isoprènoïdes ou terpènes, dont l’unité structurale de base est (C5H8)n, incluant les 
mono- et sesquiterpènes, les di-, tri- et polyterpènes ou les caroténoïdes. 
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Figure I-1: Quelques exemples d’alcaloïdes à fort impact socio-économique. 
Parmi les centaines de milliers de produits naturels existant, la famille des alcaloïdes contient le plus grand 
nombre de composés actifs du point de vue pharmacologique. Le dénominateur commun de ces molécules 
structurellement diverses est la présence d’un atome d’azote au sein d’un cycle aromatique. 
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3) les composés azotés parmi lesquels figurent les glucosinolates et les alcaloïdes. 
 
De façon générale, une fonction biologique peut être associée à la plupart des 
composés de chacune de ces familles. A titre d’exemple, les flavonoïdes et les anthocyanines 
jouent un rôle dans la pigmentation des fleurs attirant ainsi les pollinisateurs (Hahlbrock, 
1981) et sont donc directement impliqués dans le processus de reproduction. Les 
caroténoïdes, par leurs propriétés anti-oxydantes, protègent la chlorophylle des réactions de 
dégradation photochimique induites par des irradiations trop intenses. Enfin, les alcaloïdes, du 
fait de leur toxicité directe ou par une action répulsive, assurent très souvent des fonctions de 
défenses chimiques contre les pathogènes, les insectes ravageurs ou encore les herbivores. 
L’Homme utilise des extraits de plantes pour se soigner depuis la plus haute Antiquité. Il 
prêta à l’origine à ces plantes des pouvoirs magiques, et tira profit sans le savoir de la très 
grande variété de métabolites secondaires qu’elles renferment. Ces extraits de plantes 
entrèrent dans la composition de potions curatives ou furent utilisés comme poisons pour la 
chasse notamment. Toutes les civilisations antiques sans exception, mésopotamienne, 
égyptienne, chinoise, indienne, précolombienne (…), ont développé une véritable 
pharmacopée basée sur l’utilisation empirique de plantes médicinales, encore usitées de nos 
jours. Les avancées techniques des sciences modernes ont permis par la suite d’identifier et 
d’isoler un certains nombre de métabolites secondaires constituant le principe actif de ces 
remèdes issus des plantes (Fig. I-1). Citons pour exemple l’utilisation de l’opium issu du latex 
produit par le pavot (Papaver somniferum, Papaveraceae), dans la partie orientale de 
l’Europe, qui date de 1400 à 1200 avant J.C., soit environ 3000 ans avant que ne fut isolée et 
extraite la morphine (en 1806) qui reste à ce jour l’un des antalgiques les plus utilisés en 
cancérologie. De nos jours, près de 80% des habitants du globe ont principalement recours 
aux 13000 plantes médicinales répertoriées à travers le monde (Farnsworth et al., 1985; Tyler, 
1994) et en dépit des avancées impressionnantes réalisées dans le développement de 
médicaments de synthèse, plus de 25% des médicaments utilisés en médecine moderne 
dérivent directement ou indirectement des plantes. Le regain d’intérêt dans nos sociétés 
industrialisées pour les phytomédicaments (phytothérapies, naturopathies…) a également 
entraîné une résurgence de l’emploi traditionnel des produits végétaux naturels. Outre le 
domaine de la santé, un grand nombre de métabolites secondaires, tels que la nicotine et la 
caféine, ont également un impact socio-économique majeur à l’échelle mondiale (Fig. I-1). 
Au fil des siècles l’Homme a appris à identifier puis à extraire les métabolites 
secondaires d’intérêts des plantes. Néanmoins pour une grande majorité d’entre eux, il 
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demeure très difficile de les synthétiser artificiellement à des niveaux économiques rentables. 
Pour cette raison, la préservation de la biodiversité est un enjeu capital de notre époque car la 
disparition d’espèces végétales due à la surexploitation du milieu naturel par l’Homme 
s’accompagne nécessairement de la perte irrémédiable des précieux métabolites secondaires 
qu’elles contiennent et qu’il nous reste encore à découvrir. 
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Introduction 
 
Partie I : Des métabolites secondaires à haute valeur ajoutée en santé humaine : les 
alcaloïdes  
Parmi les 3 familles de métabolites secondaires, la famille des composés azotés et 
plus particulièrement, au sein de celle-ci, le groupe des alcaloïdes, possède le plus grand 
nombre de composés actifs du point de vue pharmacologique (Fig. I-1). Le terme 
« alcaloïde », employé pour la première fois par le pharmacien allemand Carl Meissner, tire 
son origine du mot « al-kali », nom arabe de Salsola kali, qui désignait la plante autrefois 
utilisée pour la préparation du bicarbonate de sodium ou « soude », en raison des propriétés 
basiques des molécules constituant ce groupe. L’étude des composants de l’opium aboutit, en 
1806, à l’identification de la morphine (Buchanan et al., 2000) considérée comme le premier 
alcaloïde isolé. 
Les alcaloïdes forment un groupe divers de composés de faible poids moléculaire 
comportant un atome d’azote au sein d’un cycle aromatique. On les retrouve dans 
approximativement 20% des espèces végétales (Memelink et al., 2001 ; Facchini et al., 2004). 
Ils sont pour la très grande majorité dérivés d’acides aminés tels que la phénylalanine, la 
tyrosine (alcaloïdes benzylisoquinoliniques, ABI), le tryptophane (alcaloïdes indoliques, 
incluant les alcaloïdes indoliques monoterpéniques), la lysine, l’aspartate ou l’ornithine et 
l’arginine (alcaloïdes tropaniques et nicotiniques, ATN) ou encore de bases azotées telles que 
la purine dans le cas des alcaloïdes purinidiques (AP). En particulier, les alcaloïdes indoliques 
monoterpéniques (AIM) dont il sera question dans ce travail de thèse, dérivent du tryptophane 
et d’un précurseur terpénique. Actuellement, plus de 12000 alcaloïdes de structures chimiques 
connues ont été recensés, parmi lesquels environ 2000 AIM. En raison de leur activité 
biologique et malgré leur faible biodisponibilité, les alcaloïdes entrent dans la composition de 
nombreux médicaments en tant que principe actif. Ils sont utilisés tels quels ou après 
modification par chimie de synthèse (augmentation d’efficacité, diminution des effets 
secondaires indésirables, possibilité de breveter certaines biomolécules néosynthétisées…). 
De nombreuses plantes ont ainsi été identifiées et exploitées pour leur capacité à fournir ces 
composés. Ainsi, la réserpine et l’ajmalicine (aussi nommée raubasine), présentant 
respectivement des propriétés de sédatif du système nerveux central et d’antiarythmique, ont 
longtemps été extraites de Rauvolfia sp. (Rubiaceae) et de Catharanthus roseus 
(Apocynaceae). La sanguinarine, aux propriétés antibactériennes, utilisée dans le traitement 
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de la plaque dentaire, provient d’Eschscolzia californica (Papaveraceae). Le pavot (Papaver 
somniferum, Papaveraceae) fournit de la morphine, très puissant analgésique et de la codéine, 
utilisée comme antitussif. Camptotheca acuminata (Nyssaceae) synthétise la camptothécine, 
puissant antitumoral de par son action inhibitrice sur la topoisomérase I. Malgré les avancées 
dans la connaissance de la pharmacologie et des mécanismes d’action des alcaloïdes, leurs 
voies de biosynthèse et les facteurs régulant leur production restent peu connus, en raison de 
la multitude et de la complexité des étapes. Des études biochimiques ainsi que l’élucidation 
de certaines voies de biosynthèse ont permis l’identification de réactions biochimiques 
hautement spécifiques, impliquées dans la synthèse d’alcaloïdes d’intérêts (De Carolis et De 
Luca, 1993 ; St-Pierre et al., 1998 ; Facchini, 2001, Ziegler et Facchini, 2008).  
La première partie de l’introduction de ce travail de thèse a pour but d’apporter une 
vue d’ensemble, mais non nécessairement exhaustive, des connaissances relatives aux voies 
de biosynthèse et à la régulation du métabolisme alcaloïdique, au moment où a débuté ce 
travail de thèse. Elle synthétise les données de biosynthèse de quatre classes majeures 
d’alcaloïdes (AIM, ABI, ATN & AP), obtenues grâce à l’étude des plantes modèles dont elles 
sont issues. Ces données bibliographique ont fait l’objet d’une publication sous la forme d’un 
chapitre de livre paru en 2010 dans le second volume de l’ouvrage de Pua et Davey intitulé 
« Plant Developmental Biology - Biotechnological Perspectives » volume 2 (E.C. Pua and 
M.R. Davey (Eds) Springer-Verlag GmbH Berlin Heidelberg). Il est à noter que si cette 
synthèse dresse un portrait relativement complet de l’architecture tissulaire des voies de 
biosynthèse alcaloïdiques, en particulier pour celles des ABI et des AIM, elle permet 
également de mettre en évidence le manque significatif d’informations associées à 
l’organisation subcellulaire de ces voies de biosynthèse, point sur lequel va porter la majeure 
partie de ce travail de thèse. 
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specialised plant species, illustrating the fundamental interest of studying such sec-
ondary metabolic pathways beyond their primary interest for industrial application.
8.2 Chemical Diversity and Biosynthesis
Alkaloids are classiﬁed in several families that present totally different biosynthetic
pathways. Four major families, for which the biosynthesis and the regulation are
more particularly studied, are discussed in this chapter, these being monoterpene
indole alkaloids (MIA), benzylisoquinoline alkaloids (BIA), tropane and nicotine
alkaloids (TNA) and purine alkaloids (PA; Fig. 8.1, Table 8.1). Despite their
chemical diversity, alkaloids share the fact that they originate commonly from
primary metabolites such as amino acids or bases (Fig. 8.1). Except for Nicotiana
tabacum, no genome sequencing project exists for the major alkaloid-producing
plants. Therefore, most of the enzymatic steps have been identiﬁed using classical
biochemical and molecular biology studies. The ongoing elucidation of some
biosynthetic pathways illustrates the recruitment of enzymes belonging to recurrent
multigene families such as cytochrome P450 monooxygenases, acetyl transferases
or methyltransferases. Recent expressed sequence tags (EST) transcriptomic pro-
jects focusing on MIA-producing species (Murata et al. 2006, 2008; Rischer et al.
2006; Shukla et al. 2006), BIA-producing species (Morishige et al. 2002; Carlson
et al. 2006; Ziegler et al. 2006; Kato et al. 2007; Zulak et al. 2007) and TNA-
producing species (Li et al. 2006) have been helpful for the identiﬁcation of some
missing enzymatic steps, and should accelerate this process in the near future
(Table 8.2). Metabolic proﬁling studies of the major alkaloid-producing species
have also been performed recently (Dra¨ger 2002; Yamazaki et al. 2003; Schmidt
et al. 2007; Hagel et al. 2008), sometimes in association with transcriptomic studies
(Rischer et al. 2006; Ziegler et al. 2006; Zulak et al. 2007; Hagel and Facchini
2008). Together, these approaches now allow tremendous progress in understand-
ing these complex alkaloid biosynthetic pathways.
The purpose of this section is more to give an overlook and a link to references,
including major recent reviews on the different biosynthetic pathways, than to give
an exhaustive detailed description of all these complicated biochemical processes.
8.2.1 Biosynthesis of Monoterpene Indole Alkaloids (MIA)
The approximately 2,000 MIA chemical structures described so far are widespread
in a large number of plant species (Ziegler and Facchini 2008). Some of these
molecules are of interest to human health, such as the anticancer drugs vinblastine
and vincristine and the antihypertensive drug ajmalicine speciﬁcally produced in
Catharanthus roseus, the anti-arrythmic ajmaline produced in Rauvolﬁa serpen-
tina, or the anticancer compound camptothecin produced mostly in Camptotheca
acuminata (Fig. 8.1, Table 8.1). These molecules are part of the large array of MIA
140 G. Guirimand et al.
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that a single plant species is able to produce. For example, there are more than 130
MIA in C. roseus (van der Heijden et al. 2004). The elucidation of MIA biosyn-
thetic pathways in the three mentioned species has undergone major recent progress
with the identiﬁcation of 42 clones corresponding to 31 enzymatic steps (Table 8.2).
In C. roseus alone, 27 enzymatic steps have been studied (25 cDNA clones and two
additional enzymatic activities with no assigned clone). In these species, the path-
ways share a common origin with strictosidine synthase (STR), catalysing the
condensation of the indole precursor tryptamine with the terpenoid precursor
secologanin to form the ﬁrst MIA, strictosidine. The upstream biosynthesis of the
indole precursor derived from the shikimate pathway via tryptophan, and of the
terpenoid precursor originating from the methyl erythritol phosphate (MEP) path-
way, is also shared within these plant species. Strictosidine b-glucosidase (SGD),
catalysing the deglucosylation of strictosidine, is the last common enzyme for the
biosynthesis of 2,000 MIA, since the resulting aglycon is the starting point for many
different species-speciﬁc lateral MIA pathways, with the observed possibility for a
given species to harbour more than one of these pathways (e.g. C. roseus, reviewed
in van der Heijden et al. 2004). Many enzymatic steps are yet to be discovered.
More details on these pathways and the identiﬁed enzymatic steps are available in
recent reviews (Lorence and Nessler 2004; van der Heijden et al. 2004; Sto¨ckigt and
Panjikar 2007; Mahroug et al. 2007; Ziegler and Facchini 2008).
8.2.2 Biosynthesis of Benzylisoquinoline Alkaloids (BIA)
BIA constitute a diverse class of more than 2,500 compounds with, for some of
them, potent pharmacological properties and socio-economic importance. In opium
poppy (Papaver somniferum) alone, more than 80 alkaloids have been identiﬁed.
BIA have also been widely studied in other members of the Papaveraceae, such as
Eschscholzia californica, or members of the Ranunculaceae such as Thalictrum
ﬂavum and Coptis japonica (Table 8.1). The biosynthesis of BIA starts with the
condensation of two tyrosine derivatives to produce (S)-norcoclaurine. Four char-
acterised enzymatic steps are necessary to produce (S)-reticuline, the central
precursor of the ﬁve major BIA subpathways, leading to palmatine, berberine,
sanguinarine, laudanine and codeine/morphine respectively. Overall, regardless of
the plant model species, a total of 39 clones and 19 enzymatic steps have been
characterised (Table 8.2), making the BIA biosynthetic pathway one of the best
characterised plant natural product complex pathways (reviewed in Ziegler and
Facchini 2008).
8.2.3 Biosynthesis of Tropane and Nicotine Alkaloids (TNA)
TNA are widely used in medicine as nonselective muscarinic antagonists affecting
peripheral and central nervous systems (Table 8.1). This alkaloid family is found
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mainly in Solanaceae species, such as Hyoscyamus niger, Datura stramonium,
Atropa belladonna or Nicotiana tabacum, and accounts for more than 200 different
compounds (Dra¨ger 2002, 2006; Oksman-Caldentey 2007). TNA are amongst the
most studied alkaloids and their pharmacological effects are well documented.
However, their biosynthetic pathways are still only partially understood. TNA are
derived from the amino acids ornithine and arginine (Fig. 8.1), and the early
biosynthetic steps leading to N-methylputrescine formation have been elucidated
in several species (Table 8.2). The oxidative deamination of N-methylputrescine
leads to N-methylpyrrolium cation, which constitutes a branching point towards
tropane alkaloids and nicotine alkaloids respectively. The ﬁnal steps of both path-
ways are partially characterised, but molecular information concerning the central
steps is still missing. Overall, seven enzymatic steps of the tropane alkaloid
biosynthetic pathway and four enzymatic steps of the nicotinic alkaloid biosyn-
thetic pathway have been characterised. More details on these pathways and on the
identiﬁed enzymatic steps are available in recent reviews (Dra¨ger 2006; Oksman-
Caldentey 2007).
8.2.4 Biosynthesis of Purine Alkaloids (PA)
PA are natural products derived from purine nucleotides (Fig. 8.1; Ashihara et al.
2008). The main PA are caffeine and theobromine that affect the central nervous
system as neurostimulants and are synthesised by several plants, including Coffea
arabica, Camellia sinensis or Theobroma cacao (Table 8.1). The initial precursor
of PA is xanthosine, which is supplied by at least four different pathways. The main
caffeine biosynthetic pathway has four enzymatic steps, comprising three charac-
terised S-adenosylmethionine-dependant N-methylation reactions and one unchar-
acterised nucleosidase reaction (Table 8.2). However, according to structural
studies of N-methyltransferases involved in caffeine biosynthesis, it has been
suggested that the ribose hydrolysis could be performed by xanthosine 7 N-methyl-
transferase (McCarthy and McCarthy 2007). The detail of this pathway has been
reviewed recently (Ashihara et al. 2008).
8.3 Spatial Organisation of Alkaloid Biosynthesis
The spatial organisation of alkaloid biosynthesis has been recently investigated
extensively using in situ hybridisation and immunocytochemistry methods
(reviewed in De Luca and St-Pierre 2000; Kutchan 2005; Mahroug et al. 2007;
Ziegler and Facchini 2008). An astonishing complexity has been uncovered
showing multicellular organisations as a recurrent common feature. These types
of organisation implicate the necessity of intercellular translocation processes. In
C. roseus, a series of publications showed the sequential involvement of internal
phloem associated parenchyma (IPAP), epidermis and laticifers-idioblasts during
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Fig. 8.2 Examples of multicellular organisation of alkaloid biosynthesis implicating the necessity
of intercellular translocation events. Six models of spatial organisation of alkaloid biosynthesis in
higher plants are presented in a–f. In a–c, the green–orange–red trafﬁc light signal colour code
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MIA biosynthesis in aerial organs (Fig. 8.2a; St-Pierre et al. 1999; Irmler et al.
2000; Burlat et al. 2004; Oudin et al. 2007). The IPAP cells harbour the expression
of genes involved in early steps of monoterpenoid biosynthesis, i.e. four MEP
pathway genes and geraniol 10-hydroxylase (G10H, CYP76B6) encoding the ﬁrst
committed enzyme in monoterpenoid biosynthesis (Burlat et al. 2004; Oudin et al.
2007; Guirimand et al. 2009). The intermediate steps leading to the synthesis of the
two MIA precursors, tryptamine and secologanin, and to their subsequent conden-
sation to form the ﬁrst MIA strictosidine, occur within the epidermis (St-Pierre et al.
1999; Irmler et al. 2000). Finally, the last two steps in the biosynthesis of vindoline,
one of the monomeric MIA precursors of the dimeric MIA vinblastine, are localised
to specialised laticifer-idioblast cells (St-Pierre et al. 1999). Recently, these results
were elegantly completed by an RT-PCR analysis of laser capture microdissected
C. roseus leaf cells (Murata and De Luca 2005) and by an EST analysis study of
epidermis-enriched fractions obtained using an original carborundum abrasion
technique (Levac et al. 2008; Murata et al. 2008). Altogether these results suggest
that, to ensure a continuity in the metabolic ﬂux along the MIA pathway, it is
necessary to consider the translocation of an unknown monoterpenoid intermediate
from IPAP to epidermis, and the translocation of an unknown MIA intermediate
from epidermis to laticifer-idioblast cells (Fig. 8.2a). The identiﬁcation of these
shuttling intermediates will necessitate the localisation of two subsequent enzy-
matic steps within two different cell types. Similarly, in the roots of several
solanaceous species, the shuttle of intermediate TNA between the pericycle and
the endodermis is suggested by the speciﬁc localisation of early and late enzymatic
steps (putrescine N-methyltransferase and hyoscyamine 6-hydroxylase respec-
tively) to the pericycle, and the speciﬁc expression of an intermediate enzymatic
step (tropinone reductase 1) within the neighbouring endodermis (Fig. 8.2b;
Fig. 8.2 (continued) illustrates (respectively) early, intermediate and late biosynthetic steps
sequentially occurring in different cell types along a given pathway. These three models implicate
the intercellular translocation of metabolic intermediates. In d–f, the yellow, magenta and blue
colour code shows the common localisation of all the mRNAs (yellow), enzymes (magenta) and
alkaloids (blue) from a given pathway in different cell types. The Facchini model (d) implicates
the translocation of enzymes from companion cells to sieve elements and the translocation of
alkaloids from sieve elements to laticifers. The models in d–f illustrate that a same pathway can
be localised to different cell types according to the plant species and/or to the organ considered.
IPAP, internal phloem associated parenchyma; Ep, epidermis; Lat, laticifers; Pal Id, palisade
idioblasts; Sp Id, spongy parenchyma idioblasts; Pal Par, palisadic parenchyma; Sp par, spongy
parenchyma; ICP, internal conducting phloem; ECP, external conducting phloem; Xy, xylem; Pi,
pith; Per, pericycle; End, endodermis; Co, cortex; CC, companion cells; SE, sieve elements; Co
Par/Id, cortex parenchyma/Idioblasts; PAP, phloem associated parenchyma; PD, protoderm;
SAM, shoot apical meristem; VB, vascular bundles; RAM, root apical meristem; Dev End,
developing endodermis; Mat End, mature endodermis. These models were drawn from results
taken from the reports by a St-Pierre et al. (1999), Irmler et al. (2000), Burlat et al. (2004) and
Oudin et al. (2007); b Hashimoto et al. (1991), Nakajima and Hashimoto (1999) and Suzuki et al.
(1999a, b); c Bock et al. (2002) and Weid et al. (2004); d Bird et al. (2003) and Samanani et al.
(2005); e, f Samanani et al. (2005)
<
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Hashimoto et al. 1991; Nakajima and Hashimoto 1999; Suzuki et al. 1999a, b). In
this case, given the proximity of conducting tissues, it is hypothesised that the
precursor of TNA (arginine) could come from the phloem, and that ﬁnal TNA
products, such as scopolamine, could ﬂow to the aerial parts of the plant through the
xylem (Fig. 8.2b; Nakajima and Hashimoto 1999). Four models of the spatial
organisation of BIA synthesis in opium poppy and in a species (T. ﬂavum) of
Ranunculaceae also illustrate the complexity of these compartmentations. In
opium poppy, two different models have been proposed (Fig. 8.2c, Kutchan
2005; Fig. 8.2d, Facchini and St-Pierre 2005). In one model, a rationale similar to
that described for MIA and TNA biosynthesis is proposed, since a cell-speciﬁc
separation occurs between early and late steps of different branches of the BIA
pathway. According to immunolocalisation studies performed on ﬁve biosynthetic
enzymes, this model proposed that BIA synthesis commonly starts in the phloem
parenchyma with the synthesis of (S)-reticuline. Different situations are then
observed for three BIA subpathways leading to laudanine, codeine/morphine and
scoulerine respectively. The synthesis of laudanine appears to occur within the
same phloem parenchyma cells, whereas the biosynthesis of scoulerine is localised
to leaf idioblasts and root cortex cells. Finally, an intermediate step in the codeine
pathway is also localised in phloem parenchyma, whereas the ﬁnal step occurs in
laticifers (Fig. 8.2c; Bock et al. 2002; Weid et al. 2004; reviewed in Kutchan 2005).
However, Facchini and St-Pierre (2005) proposed a totally different type of com-
partmentation in the same species with a so-called tale of three cell types, implicat-
ing the transcription of seven BIA biosynthesis genes within companion cells,
the immunolocalisation of the corresponding enzymes to the sieve elements, and
the accumulation of BIA in neighbouring laticifers (Fig. 8.2d; Bird et al. 2003;
Samanani et al. 2006; reviewed in Ziegler and Facchini 2008). The discrepancy
between both models has been attributed tentatively to differences in cultivars and/
or in developmental stages. The last example of BIA synthesis in T. ﬂavum
illustrates that several steps of a pathway may be compartmentalised in a different
manner within different plant species (compare P. somniferum, Fig. 8.2c, d and
T. ﬂavum, Fig. 8.2e, f) and even within different organs (rhizomes versus roots) of
the same plant species (Fig. 8.2e, f; Samanani et al. 2005).
Alkaloid biosynthesis also involves subcellular compartmentation of biosyn-
thetic enzymes, as is the case for most natural product biosynthetic pathways.
Beside cytosol, organelles such as ER (either lumen or membranes), plastids (either
stroma or thylakoids), mitochondria and vacuoles have been implicated in various
alkaloid biosynthetic pathways (reviewed in Facchini and St-Pierre 2005; Mahroug
et al. 2007; Ziegler and Facchini 2008). These results are based on in silico analysis
of biosynthetic enzyme sequences and also on more formal experimental evidence.
Part of these experiments corresponded to density gradient analysis, and a few
examples of direct localisation of enzymes by immunogold (McKnight et al. 1991;
Bock et al. 2002; Alcantara et al. 2005; Samanani et al. 2006; Oudin et al. 2007;
Guirimand et al. 2009) and by GFP-fusion image analyses (Bird and Facchini 2001;
Costa et al. 2008; Guirimand et al. 2009) have been published. This emphasizes that
a systematic (re)evaluation of the subcellular localisation of all the enzymes
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available in a given alkaloid pathway constitutes a future challenge that should
enable the drawing of more complete spatial compartmentation models that inte-
grate both cellular and subcellular levels.
Together, these results suggest the recurrent necessity of transmembrane and
intercellular translocation processes during alkaloid biosynthesis. Members of the
ATP binding cassette (ABC) transporter superfamily have been demonstrated to be
able to recruit various alkaloids such as vinblastine, hyoscyamine, scopolamine or
berberine (Kolaczkowski et al. 1996; Sakai et al. 2002; Goossens et al. 2003; Shitan
et al. 2003). The possibility that alkaloid intermediates and/or enzymes ﬂow
through the symplasm should also be considered, even though no experimental
proofs are available. Finally, the organisation of clusters of biosynthetic enzymes in
metabolic channels has also been purported in BIA synthesis (Samanani et al.
2006).
8.3.1 Crystallisation and Three-Dimensional Structure
of Alkaloid Biosynthetic Enzymes
The molecular architecture of some alkaloid biosynthetic enzymes has recently
been investigated, providing details on their catalytic mechanism and opening new
perspectives on the production of alkaloid derivatives with improved properties
using enzyme engineering. The TNA biosynthetic pathway provides the ﬁrst two
examples of elucidation of three-dimensional architecture of plant alkaloid biosyn-
thetic enzymes by determination of the crystal structures of two tropinone reduc-
tases from D. stramonium (Nakajima et al. 1998). Similarly, elucidation of the
structure of two N-methyltransferases from the caffeine (PA) biosynthetic pathway
of Coffea canephora led to the identiﬁcation of critical residues for substrate
selectivity and catalysis (McCarthy and McCarthy 2007). The MIA biosynthetic
pathway shows the broadest characterisation of alkaloid biosynthetic enzyme
structure. In R. serpentina, in addition to the preliminary X-ray analysis performed
on crystals of raucaffricine glucosidase and perakine reductase (Rosenthal et al.
2006; Ruppert et al. 2006), X-ray crystallography allowed the elucidation of STR
and SGD structures, as well as vinorine synthase located in the ajmaline branch of
MIA biosynthesis (Ma et al. 2005, 2006; Barleben et al. 2007). STR represents a
novel six-bladed b-propeller fold protein that catalyses a Pictet-Spengler conden-
sation between secologanin and tryptamine in a highly substrate-speciﬁc manner.
The elucidation of the architecture of the substrate binding pockets and of catalytic
residues led to the development of structure-based engineering of STR aiming at a
redesign of the substrate binding pockets (Chen et al. 2006; Bernhardt et al. 2007;
Loris et al. 2007). Several STR variants generated by site-directed mutagenesis
displayed altered substrate speciﬁcity and accommodated analogs of both trypt-
amine and secologanin. The three-dimensional structure of SGD appears as a
typical (b/a)8 barrel fold as encountered in the glucosidase family 1. Using
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site-directed mutagenesis and structural analysis, catalytic residues have been
identiﬁed that are involved in the deglucosylation of strictosidine and the confor-
mation of the catalytic pocket (Barleben et al. 2007). Furthermore, steady-state
kinetics of SGD with various strictosidine analogs enabled the identiﬁcation of the
substrate preference of SGD at two positions of strictosidine, opening new oppor-
tunities for SGD redesign (Yerkes et al. 2008). Finally, crystal structure analysis of
vinorine synthase provides the ﬁrst example of the three-dimensional organisation
of an enzyme of the BAHD superfamily (Ma et al. 2005). This is of particular
interest, since the vinorine synthase structure could be used for homology-based
modelling of other BAHD enzymes occurring in MIA and BIA biosynthetic path-
ways. Indeed, homology-based modelling has already been applied successfully to
the identiﬁcation of catalytic residue of polyneuridine aldehyde esterase (PNAE),
an ab-hydrolase superfamily member from the ajmaline biosynthetic pathway of
R. serpentina, using the X-ray crystallographic structure of hydroxynitrile lyase,
another ab-hydrolase superfamily member (Mattern-Dogru et al. 2002). In Papaver
bracteatum, the structure of salutaridine reductase implicated in BIA biosynthesis
was also analysed by homology modelling using the X-ray structure of human
carbonyl reductase 1 (Geissler et al. 2007).
The elucidation of the structure of alkaloid biosynthetic enzymes using X-ray
crystallography and homology modelling, as well as the identiﬁcation of key
residues for reaction catalysis and substrate speciﬁcity, open new enzyme redesign
perspectives for the production of large libraries of alkaloid analogs of potential
interest.
8.3.2 Transcription Factor Regulatory Networks of Alkaloid
Biosynthesis
Transcription factors (TF) are thought to play a key role in regulating ﬂuxes through
alkaloid pathways by controlling the levels of pathway gene expression, transpor-
ters, and the differentiation of specialised cellular structures where the alkaloids are
synthesised and accumulate. TF usually exert their control by modulating the
expression level of multiple pathway genes. In several species, alkaloid accumula-
tion is preceded by the coordinated induction of several pathway genes, a result of
their regulation by speciﬁc TF. Methyl jasmonate (MeJA), one of the major internal
signal molecule in plant defence response, is known to induce a number of
secondary metabolisms, including nicotine (Shoji et al. 2008), MIA (van der Fits
and Memelink 2000) and BIA (Fa¨rber et al. 2003). For instance, the majority of
MIA pathway genes tested are induced by MeJA in C. roseus cell cultures (van der
Fits and Memelink 2000; Oudin et al. 2007). Detailed analysis of the STR gene
promoter led to the identiﬁcation of several TF involved in elicitor and jasmonate
responses. The jasmonate- and elicitor-responsive element (JERE) was found to
interact with two TF, octadecanoid-responsive Catharanthus AP2-domain proteins
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(ORCAs; Menke et al. 1999; van der Fits and Memelink 2000). The expression of
the ORCA2 and ORCA3 genes themselves is rapidly induced by MeJA (Menke
et al. 1999; van der Fits and Memelink 2001). In nicotine biosynthesis, MeJA
response is controlled by homologs of the Arabidopsis MeJA-signal transduction
pathway (Chini et al. 2007; Thines et al. 2007; Katsir et al. 2008), namely the
NtCOI1 subunit of E3-ubiquitin ligase complex, the NtJAZ repressor family (Shoji
et al. 2008), as well as by the transcription factor NtORC1, an homolog of ORCA3,
and NtJAP1 (De Sutter et al. 2005). NtORC1 and NtJAP1 were shown to up-
regulate the promoter of the PMT gene encoding the ﬁrst committed step in nicotine
biosynthesis (De Sutter et al. 2005). In BIA biosynthesis, a WRKY protein was
isolated recently as a transcriptional regulator of the berberine pathway in
C. japonica (Kato et al. 2007). Silencing of CjWRKY1 down-regulated the expres-
sion of several berberine pathway genes, whereas over-expression of CjWRKY1
up-regulated the berberine pathway but did not regulate primary metabolism genes,
including the tyrosine biosynthetic genes. Interestingly, over-expression of an
Arabidopsis WRKY TF was found to enhance BIA concentration up to 30-fold in
California poppy cell cultures (Apuya et al. 2008). This TF was isolated in a study
that involved screening of regulatory factors isolated from Arabidopsis to identify
those that modulate the expression of genes encoding enzymes involved in the
biosynthesis of BIA in P. somniferum and E. californica. In opium poppy, the over-
expression of selected regulatory factors was found to increase the concentrations
of codeinone reductase, 30-hydroxy-N-methylcoclaurine 40-O-methyltransferase
and norcoclaurine 6-O-methyltransferase transcripts 10- to 100-fold, and to
enhance BIA production up to tenfold (Apuya et al. 2008).
8.3.3 Metabolic Engineering of Alkaloid Biosynthesis
Progress in the knowledge of alkaloid pathways at the gene level allows several
attempts to improve alkaloid factories. Various objectives have been considered to
improve the economic value of medicinal plants or cell cultures, including yield
improvement of active or total alkaloids by enhancing ﬂux in the pathway from
primary precursor, by overcoming the rate-limiting step, and by reducing ﬂux to
competing pathways. Metabolic capacity to produce alkaloids has also been intro-
duced into new species by gene transfer or, in contrast, blocked to eliminate toxic or
undesired alkaloids.
Signiﬁcant yield improvement has been achieved in opium poppy recently by
deregulating either an early or a late metabolic step. In an elite commercial line of
P. somniferum, over-expression of the CYP80B3 gene encoding the early-step
N-methylcoclaurine 30-hydroxylase resulted in an increase in morphine reaching
450% under greenhouse conditions (Frick et al. 2007). Over-expression of the
penultimate step, codeinone reductase, also resulted in an increase in total alkaloids
and morphine of up to 20% under ﬁeld conditions (Larkin et al. 2007). In MIA
biosynthesis, attempts to deregulate the indole branch have been disappointing,
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probably owing to the dual origin of this class of alkaloids and the complexity of the
regulatory networks. Over-expression of tryptophan decarboxylase (TDC) in
C. roseus cell culture increased the concentration of only tryptamine (Whitmer
et al. 2002), while over-expression of both TDC and STR resulted in increased
tryptamine and MIA (Canel et al. 1998; Geerlings et al. 1999). Similarly, in
C. roseus hairy roots, inducible expression of both a feedback insensitive anthrani-
late synthase from Arabidopsis and TDC led to a marked increase in tryptophan and
tryptamine pools, but only modest change in alkaloid pools (Hong et al. 2006). The
terpenoid branch has been shown to be limiting in these transgenic lines by
precursor feeding experiments (Whitmer et al. 2002; Peebles et al. 2006), suggest-
ing that further improvement would need to target this part of the pathway.
Genetic manipulation of the tropane alkaloid pathway is a good example to
improve the metabolic proﬁle of a medicinal plant. Compared to the more valuable
scopolamine, hyoscyamine usually accumulates to greater concentrations in vari-
ous solanaceous plants (e.g. Atropa,Datura,Hyoscyamus). Improved conversion of
the precursor hyoscyamine to scopolamine has been achieved by over-expression of
hyoscyamine 6-hydroxylase (Yun et al. 1992; Hashimoto et al. 1993). Recently,
biotransformation of hyoscyamine into scopolamine has been reported in transgenic
tobacco cell cultures by over-expressing the H6H gene from Hyoscyamus muticus
(Moyano et al. 2007). In some cases, incomplete knowledge of metabolic pathways
may be overcome by using a more conventional approach. For instance, chemical
mutagenesis of seeds has resulted in the isolation of a P. somniferum mutant, top1,
which accumulates thebaine, the starting material for several analgesic semi-
synthetic derivatives (Milgate et al. 2004).
Blocking an undesired production of alkaloid may be achieved by silencing an
essential enzymatic step early in the pathway. For instance, engineering of decaf-
feinated coffee plants is in progress in Coffea canophora, by silencing 7-methyl-
xanthine methyltransferase (Ashihara et al. 2006). Due to the high conservation of
the amino acid sequence, the two other N-methyltransferases were also down-
regulated. Conversely, new metabolic capacity for caffeine production was intro-
duced into tobacco by expressing the three N-methyltransferase genes. The
transgenic plants accumulated caffeine, which apparently deters insect pests and
enhances resistance to bacterial and viral infections (Uefuji et al. 2005; Kim and
Sano 2008). In tobacco, RNAi-induced suppression of nicotine demethylase activ-
ity was shown to reduce the levels of N0-nitrosonornicotine, a carcinogen in cured
tobacco leaves (Lewis et al. 2008).
8.4 Conclusions
Progress in metabolomic and transcriptomic analyses as well as system biology
approaches are likely to yield detailed analysis of bottlenecks in metabolic path-
ways and more rational strategies to improve alkaloid biosynthesis. The importance
of cellular and subcellular compartmentation, including metabolic channels, has
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been so far overlooked in improving alkaloid yield. The targeting of enzymes to
proper compartments is likely to be an important factor. Engineering at the enzyme
structural level by site-directed mutagenesis will also likely be an important avenue
to create a new level of metabolic diversity by generating new semi-synthetic
alkaloid structures from synthetic precursors and modiﬁed enzymes with broad
substrate speciﬁcity.
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Partie II : Les alcaloïdes indoliques monoterpéniques (AIM) de Catharanthus roseus 
 
Afin de compléter les données relatives à la biosynthèse des AIM chez Catharanthus 
roseus, présentées dans la partie précédente, cette partie de l’introduction visera à décrire plus 
en détail cette plante modèle, l’organisation des voies de biosynthèse d’intérêt et les modes de 
régulation associés en insistant sur les aspects de compartimentalisation cellulaire et 
subcellulaire. 
 
1- Catharanthus roseus : source d’alcaloïdes utilisés en chimiothérapie 
Catharanthus roseus (L.) G. Don (C. roseus), ou Pervenche de Madagascar est une 
plante tropicale vivace de la famille des Apocynaceae (Fig. II-1A). Originaire de Madagascar, 
elle fût introduite en France au XVIIème siècle par un commerçant français, et a été largement 
cultivée pour ses propriétés ornementales d’une part et curatives d’autre part, dans de 
nombreuses régions du monde. En effet, C. roseus fait partie intégrante d’un bon nombre de 
pharmacopées traditionnelles et les vertus médicinales qu’on lui prête divergent selon les 
pays : dans l’Océan Indien, sa racine est utilisée comme vermifuge, purgatif et dans le 
traitement des ménorragies ; en Inde on soigne les piqûres de guêpes à l’aide de décoction de 
ses feuilles ; au Brésil elle sert d’antiseptique pour laver les plaies tandis que les Vietnamiens 
lui prêtent des vertus anti-paludéennes et diurétique et la consomment en infusion. Enfin, les 
Malgaches l’utilisent traditionnellement comme coupe-faim. 
 Dans les années 1950, des chercheurs canadiens en injectèrent des extraits à des lapins 
diabétiques, qui moururent rapidement des suites d’une importante diminution de leur taux de 
globules blancs dans le sang. Les premiers travaux de recherche menés sur C. roseus 
révélèrent alors la présence d’alcaloïdes à propriétés anti-tumorales permettant l’isolement de 
la vincéine en 1952. A ce jour, 130 alcaloïdes ont été identifiés et/ou isolés à partir des 
différents organes de la plante (Duffin, 2000, 2002a, 2002b ; van der Heijden et al., 2004) et 
sont désignés dans le domaine médical sous le terme de Vinca-alcaloïdes (Vinca rosea 
désignant C. roseus dans l’ancienne nomenclature). La plupart de ces alcaloïdes appartient à 
la classe des alcaloïdes indoliques monoterpéniques (AIM), qui peut être subdivisées en deux 
sous catégories : les AIM de type monomère (ajmalicine, serpentine, catharanthine, 
vindoline…) et les AIM de type dimères (vinblastine, vincristine…) présents en plus faible 
quantité (Fig. II-1C). Les propriétés pharmacologiques et l’utilisation à des fins 
thérapeutiques de ces deux types d’AIM diffèrent. Ainsi, la serpentine et l’ajmalicine (AIM 
monomères) ont été utilisés contre l’hypertension et l’ajmalicine a également été employée  
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Figure II-1: (A) Catharanthus roseus ou Pervenche de Madagascar (plante entière). (B) Suspensions 
cellulaires (en haut) et tapis de cellules (en bas) de C. roseus utilisés dans cette étude (à gauche la souche CA 
non chlorophyllienne, et à droite la souche CR6 chlorophyllienne). (C) Structures chimiques de quelques 
alcaloïdes monomères, dimères natifs et dimères dérivés issus de C. roseus. 
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dans le traitement de l'insuffisance circulatoire cérébrale associés aux troubles psycho-
comportementaux et neurosensoriels liés à la sénescence (Bruneton, 1993). Les AIM dimères, 
tels que la vincristine et la vinblastine, issues de la condensation initiale de vindoline et de 
catharanthine (AIM monomères), présentent des propriétés antitumorales (Noble, 1990), 
expliquant l’intérêt fondamental et appliqué porté à ces molécules. La vincristine, principe 
actif de l’Oncovin®, est actuellement considérée comme l’anticancéreux le plus puissant dans 
le traitement des leucémies lymphoblastiques aigues ou des myélomes multiples (Kernbaum 
et al., 2001). La vinblastine est commercialisée sous le nom de Velbé®, médicament prescrit 
dans les chimiothérapies dirigées contre les syndromes Hodgkiniens. Ces AIM antitumoraux 
sont considérés comme des « poisons du fuseau mitotique » du fait de leur action inhibitrice 
sur la polymérisation des microtubules (polymères de tubuline) empêchant ainsi la division 
cellulaire (Giannakakou et al., 1998 ; Gigant et al., 2005). Depuis leur découverte, plusieurs 
composés dérivés ont été générés par hémisynthèse et sont aussi administrés en 
chimiothérapies comme la vindésine (Eldisine®), utilisée notamment dans le traitement des 
leucémies lymphoblastiques et lymphomes non Hodgkiniens, ou encore la vinflunine et la 
vinorelbine (Navelbine®) très actives dans les traitements du cancer avancé du sein ou du 
poumon (Levêque et al., 1996 ; Aapro et al., 2001; Okouneva et al., 2003) (Fig. II-1C). Les 
rendements d’extraction des AIM dimères anticancéreux à partir des parties aériennes de la 
plante entière sont très faibles (~ 0,5 à 5 ppm) alors que les deux AIM monomères précurseurs 
de ces dimères sont extraits avec des rendements sensiblement meilleurs mais restant faibles 
(~ 250 ppm). La plupart des molécules actives issues des AIM dimères sont aujourd’hui 
obtenues par hémisynthèse via la condensation des AIM monomères précurseurs, vindoline et 
catharanthine, dont l’unique source reste la plante elle-même. Cette dernière est de ce fait 
cultivée à très grande échelle, principalement en Inde et au Texas, pour compenser les faibles 
rendements de biosynthèse in planta. Les AIM constituent donc des biomolécules 
thérapeutiques de très haute valeur ajoutée, à la fois pharmaceutique et économique, et les 
projets de recherche visant à augmenter leur rendement de production sont un réel enjeu tant 
sur le plan scientifique que sur le plan socio-économique. A ce titre, la recherche de procédés 
de production d’AIM par des stratégies alternatives à la culture de plante entière, comme des 
approches biotechnologiques de culture in vitro de cellules ou d’organes de C. roseus, s’est 
développée depuis plusieurs décennies (Fig. 2-IB). L’utilisation de ce type de procédés 
implique néanmoins une connaissance exhaustive des voies de biosynthèse alcaloïdiques, de 
leur architecture et de leurs mécanismes de régulation, éléments centraux des thématiques de 
recherche de l’UPRES-EA 2106 « Biomolécules et Biotechnologies Végétales », afin  
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Figure II-2: Voie de biosynthèse simplifiée des alcaloïdes indoliques monoterpéniques (AIM) chez C. roseus.  
MVA: mévalonate; MEP: méthylérythritol 4-phosphate; IPP: isopentényl diphosphate; DMAPP: diméthylallyl 
diphosphate; GPPS: géranyl diphosphate synthase; G10H: géraniol 10-hydroxylase; CPR: cytochrome P450 
réductase; TDC: tryptophane décarboxylase; SLS: sécologanine synthase; STR: strictosidine synthase. Les flèches 
discontinues indiquent plusieurs étapes successives. Les flèches épaisses symbolisent les voies préalablement 
nommées.  
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d’identifier et de lever in fine les verrous à la production de molécules d’intérêt au sein de ces 
systèmes dits simplifiés. 
 
2- Voie de biosynthèse des AIM chez C. roseus 
La biosynthèse des AIM de C. roseus est un processus complexe présenté de façon 
simplifiée sur la Figure II-2. De façon schématique, la voie de biosynthèse des AIM chez C. 
roseus peut être subdivisée en deux grandes phases incluant des étapes précoces et tardives 
(Fig. II-2). Les étapes précoces aboutissent à la synthèse de la strictosidine, premier AIM à 
proprement parler, de type monomère et précurseur unique de tous les autres AIM de C. 
roseus. La strictosidine est formée suite à la condensation d’un précurseur indolique, la 
tryptamine, issue de la voie des indoles, et d’un précurseur terpénique, la sécologanine, issue 
de la voie des monoterpènes séco-iridoïdes (MTSI) elle-même alimentée par la voie du 
méthylérythritol 4-phosphate (MEP). Cette condensation est catalysée par la strictosidine 
synthase (STR) (De Waal et al., 1995) à l’intérieure de la vacuole (McKnight et al., 1991). 
Durant les étapes dites « tardives », les modifications successives de la strictosidine et de ses 
dérivés conduisent à la synthèse des 130 AIM de C. roseus connus à ce jour, incluant les AIM 
monomères précurseurs puis les AIM dimères actifs utilisés en chimiothérapie. Au total, la 
voie de biosynthèse des AIM implique donc plusieurs dizaines d’étapes enzymatiques dont 27 
avaient été caractérisées au début de ce travail de thèse, tel que présenté dans le chapitre de 
livre précédent. De façon corrélée, les ADNc de 23 de ces enzymes avaient été clonés et 4 
étapes avait été caractérisées d’un point de vue biochimique, incluant une enzyme catalysant 
une étape de synthèse du précurseur terpénique des AIM (l’acide loganique méthyltransférase, 
LAMT), deux enzymes catalysant des étape de biosynthèse de la vindoline (la 16-
hydroxytabersonine-Ométhyltransférase, 16-OMT et la 2,3-dihydro-3-hydroxytabersonine-N-
méthyltransférase, NMT) et la péroxydase catalysant la condensation de catharanthine et 
vindoline pour former les AIM dimères (péroxydase, PRX1). Durant ce travail de thèse, les 
séquences codantes de ces quatre enzymes ont été clonées respectivement par les équipes de 
V. De Luca, de M. Sottomayor et de S. O’Connor comme il sera décrit dans la suite de ce 
paragraphe : LAMT par Murata et al. (2008), 16-OMT par Levac et al. (2008), PRX1 par 
Costa et al. (2008) et NMT par Liscombe et al. (2010). Enfin, la très récente caractérisation 
d’une enzyme catalysant une hydroxylation en position 19 de la tabersonine, précurseur de la 
vindoline, fait s’élever le nombre d’étapes enzymatiques clonées à 28 (Giddings et al., 2011). 
Au sein des organes aériens, cette voie de biosynthèse se déroule de façon discontinue dans au 
moins 3 tissus distincts et les produits des gènes codant les enzymes catalysant les différentes  
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étapes de la voie peuvent ainsi être regroupés en 3 groupes tissus-spécifiques comme 
largement illustré au sein des jeunes organes aériens (St-Pierre et al., 1999 ; Irmler et al., 
2000; Burlat et al., 2004; Oudin et al., 2007 ; Mahroug et al., 2007). De plus des données non 
publiées d’hybridation d’ARNm in situ supposent l’implication d’un quatrième tissu 
augmentant encore la complexité de cette compartimentalisation tissulaire de la voie 
(Mahroug 2006 ; Burlat 2007). En outre, il a très récemment été montré l’existence d’une 
séparation spatiale des AIM monomères précurseurs de la vinblastine dans les organes 
aériens, basée sur la sécrétion de la catharantine à la surface des feuilles (Roepke et al. 2010) 
et sur la séquestration de la vindoline dans des cellules spécialisées (laticifères et idioblastes) 
du mésophylle (St-Pierre et al., 1999). Les racines, quant à elles, n’accommodent pas la 
totalité de la voie de biosynthèse des AIM et n’accumulent de ce fait que des AIM 
monomères (ajmalicine, serpentine, hörhammericine, echtinovenine). Au niveau tissulaire, 
cette synthèse s’effectuerait plus spécifiquement au sein de tissus (cortex et assise pilifère) 
situés juste en amont de l’apex racinaire (Laflamme et al., 2001). A cette 
compartimentalisation multi-cellulaire s’ajoute un second niveau de complexité, situé à 
l’échelle subcellulaire, dont l’étude sera l’objet principal de cette thèse. Comme il sera 
présenté dans la section Résultats et Discussion, au moins sept compartiments subcellulaires 
distincts abritent les enzymes de la voie de biosynthèse des AIM et constituent de fait, 
indirectement, des acteurs de premier plan de cette synthèse. Il apparaît ainsi que les 
différents degrés de compartimentalisation de cette voie de biosynthèse (différents organes, 
différents types cellulaires, différents (sub-)compartiments subcellulaires) représentent un 
élément central de la régulation de la biosynthèse des AIM in planta et forment par voie de 
conséquence un obstacle majeur à la production d’AIM issus des étapes terminales de la voie 
de biosynthèse, dans des suspensions cellulaires indifférenciées ou partiellement différenciées 
cultivées in vitro. 
 
2.1- Les étapes précoces de la voie de biosynthèse des AIM : synthèse de la strictosidine 
2.1.1- La voie des indoles: synthèse de la tryptamine 
La tryptamine (précurseur indolique des AIM de C. roseus) provient de la 
décarboxylation du tryptophane sous l’action de l’enzyme tryptophane décarboxylase (TDC), 
dans le cytosol (Fig. II-3 ; Pennings et al., 1989, De Luca et al., 1989). Le tryptophane, acide 
aminé provenant du métabolisme primaire, dérive de la voie du shikimate qui se déroule au 
sein des plastes. Les premiers composés de la voie du shikimate, sont le phosphoénolpyruvate 
et l’érythrose-4-phosphate qui proviennent respectivement de la transformation du 3-phospho-  
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Figure II-4: Voie de biosynthèse des monoterpènes sécoiridoïdes (MTSI) conduisant au précurseur 
terpénique des AIM, la sécologanine. IPP isomérase (IDI), géranyl diphosphate  synthase (GPPS), géraniol 
synthase (GES), géraniol 10-hydroxylase (G10H), 10-hydroxygéraniol oxydo-réductase (10HGO), monoterpéne 
cyclase (MCT), désoxyloganine glucosyl transférase (DLGT), 7-désoxyloganine 7-hydroxylase (DL7H), acide 
loganique méthyltransférase (LAMT), sécologanine synthase (SLS). 
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D-glycérate et du cycle de Calvin (pour revue, Herrmann et Weaver, 1999). Plusieurs étapes 
de modifications successives du shikimate vont conduire à la synthèse du chorismate dont 
dériveront différentes classes de composés aromatiques issus de la phénylalanine, de la 
tyrosine et du tryptophane. La synthèse du tryptophane se fait à l’intérieur des plastes en 
plusieurs étapes et passe par la formation d’anthranilate, produit de la réaction du chorismate 
avec la glutamine assurée par l’enzyme anthranilate synthase (AS) (Poulsen et Verpoorte, 
1991 ; El Sayed et Verpoorte, 2005), (Fig. II-3). Enfin, la conversion du tryptophane en 
tryptamine par la TDC se déroule dans le cytosol et implique nécessairement la translocation 
du tryptophane du plaste vers le cytosol par un mécanisme inconnu. 
 
 
2.1.2- La voie des monoterpènes : synthèse des précurseurs terpéniques  
2.1.2.1- La voie des monoterpènes séco-iridoïdes (MTSI): synthèse de la sécologanine  
La sécologanine (précurseur terpénique de la strictosidine), est synthétisée en 9 étapes 
à partir de l’isopentényl diphosphate (IPP) et de son isomère le diméthylallyl diphosphate 
(DMAPP), les deux précurseurs universels des isoprénoïdes dont l’origine sera abordée dans 
la section suivante (Fig. II-4). Au sein des plastes, la condensation de l’IPP au DMAPP est 
donc catalysée par une enzyme de type géranyl diphosphate synthase (GPPS) et aboutit à la 
formation de géranyl diphosphate (GPP, premier composé de type monoterpène ; Clastre, 
1993, Campbell et al., 1997, Bouvier et al., 2000). Le GPP ainsi formé est ensuite hydroxylé 
par la géraniol synthase (GES ; Iijima et al., 2004) membre de la superfamille des terpènes 
synthases plastidiales (Bohlmann et al., 1998). Il est à noter qu’à ce jour, les enzymes 
catalysant ces réactions n’ont pas été caractérisées chez C. roseus. Le géraniol ainsi formé est 
ensuite exporté hors des plastes, par un (des) mécanisme(s) encore à déterminer pour subir 
une hydroxylation en C10 (au niveau de son atome de carbone N°10) catalysée par l’enzyme 
géraniol-10-hydroxylase (G10H) formant ainsi le 10-hydroxygéraniol (Collu et al., 2001). La 
G10H (CYP76B6) est une enzyme de la famille des monooxygénases à cytochrome P450 
(CYP450) décrite de façon surprenante comme ancrée au tonoplaste (van der Heiden et al., 
2004) et est considérée comme la première enzyme dédiée à la biosynthèse des monoterpènes 
séco-iridoïdes (MTSI). Pour être actives, les CYP450 ont besoin d'être couplées à des 
protéines donneuses d'électrons, principalement les NADPH-cytochrome P450-réductases 
(CPR) ou dans une moindre mesure le cytochrome b5 (de Vetten et al., 1999). Chez C. 
roseus, une CPR a été caractérisée (Meijer et al., 1993a) et sa capacité à réduire des CYP450 
associées à la biosynthèse des AIM, démontrée (Schröder et al., 1999, T16H). Le 10-
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hydroxygéraniol est successivement converti en 10-hydroxygéranial (dialdéhyde) sous 
l’action de la 10-hydroxygéraniol-oxydoréductase (10HGO), puis en acide 7-
désoxyloganétique sous l’action d’une monoterpène cyclase (MTC), lui-même glucosylé par 
la 7-désoxyloganique glucosyltransférase (DLGT). L’acide 7-désoxyloganique ainsi formé 
subit alors une hydroxylation catalysée par la 7-désoxyloganine 7-hydroxylase (DL7H) pour 
former l’acide loganique. A ce jour, aucune de ces quatre enzymes n’a vu sa séquence codante 
identifiée et fonctionnellement validée chez C. roseus, à l’exception de la 10HGO pour 
laquelle une séquence putative est présente au sein de la GenBank (AY352047) et pour une 
potentielle UDP-Glucose Glucosyltransférase (UGT2, Mahroug, 2006). La récente production 
d’une banque d’EST issue de fractions enrichies en épidermes de feuilles de C. roseus a 
permis l’isolement et le clonage de l’acide loganique méthyltransférase (LAMT) qui assure la 
méthylation de l’acide loganique pour former la loganine (Murata et al., 2008). En outre, la 
caractérisation biochimique de LAMT, effectuée dans le travail correspondant, a permis 
d’établir plus précisément la séquence des réactions catalysées par DL7H et LAMT dans cet 
ordre, alors que celui-ci était sujet à controverse (Madyastha et al., 1973 ; Yamamoto et al., 
2000). L’étape finale de la voie des MTSI implique un clivage oxydatif de la loganine, 
catalysé par la sécologanine synthase (SLS), enzyme à cytochrome P450 (CYP72A1 ; Irmler 
et al., 2000), pour former la sécologanine, précurseur monoterpénique des AIM. La voie de 
biosynthèse des MTSI, assurant la formation de sécologanine depuis le géraniol, apparaît 
donc comme une partie relativement complexe et partiellement caractérisée de la voie de 
biosynthèse des AIM, pour laquelle seules trois des sept enzymes qui la composent ont été 
clonées et fonctionnellement validées. Son approvisionnement en substrat de type géraniol 
implique potentiellement un processus de translocation d’un intermédiaire métabolique hors 
des plastes qui pourraient s’avérer important dans la régulation de la biosynthèse des AIM et 
qui illustre bien la nécessité de connaître plus finement l’organisation de cette voie. A ce titre, 
des données de localisation des enzymes assurant la synthèse des MTSI seront présentés dans 
le chapitres I et dans la deuxième partie du chapitre III de la section Résultats et Discussion 
de ce manuscrit. 
 
 
2.1.2.2- Origine de l’isopentényl diphosphate (IPP) et du diméthylallyl diphosphate 
(DMAPP), précurseurs de tous les isoprénoïdes 
L’IPP et le DMAPP sont les précurseurs commun de tous les isoprénoïdes, et ont pour 
origine deux voies de biosynthèse possibles qui sont la voie du méthylérythritol 4-phosphate 
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(voie MEP) et la voie du mévalonate (voie MVA). Ces deux voies sont indépendantes l’une 
de l’autre, bien que des échanges de métabolites entre celles-ci soient possibles (Nagata et al., 
2002 ; Hemmerlin et al., 2003) et se déroulent dans des compartiments subcellulaires 
distincts. Il est ainsi communément admis que la voie MEP se déroule dans les plastes (Hsieh 
et al., 2008) alors que la voie MVA est considérée chez les végétaux comme étant cytosolique 
(Lange et al., 2003). 
La première voie ayant été découverte est appelée voie du mévalonate (voie MVA) 
(pour revue Spurgeon et Porter, 1981 ; McGarvey et Croteau, 1995) et a été considérée 
pendant longtemps comme l’unique source d’IPP/DMAPP chez tous les organismes vivants 
(Kleining, 1989). Des expériences ultérieures utilisant des précurseurs radiomarqués ont mis 
en évidence l’existence d’une voie alternative chez les eubactéries (Flesch et Rohmer 1988 ; 
Rohmer et al., 1993) puis chez les apicomplexes, les algues vertes et les végétaux supérieurs 
(Schwender et al., 1996 ; Lichtenthaler et al., 1997 ; Rohmer 1999). Cette seconde voie fut 
d’abord appelée voie « non-mévalonate » ou voie de Rohmer puis renommée voie du 
méthylérythritol 4-phosphate (voie MEP), du nom de l’un de ses intermédiaires. Chez la 
majorité des organismes, la biosynthèse des dérivés terpéniques est assurée exclusivement par 
l’une de ces deux voies. Ainsi, chez la plupart des eubactéries et chez Plasmodium falciparum 
(apicomplexe, parasite responsable du paludisme), l’IPP et le DMAPP ont pour unique 
origine la voie MEP. Chez les archaebactéries, les champignons et les animaux où les 
terpènes sont exclusivement synthétisés à partir de la voie MVA, la voie MEP n’existe pas. 
Les plantes et certaines eubactéries, quant à elles, ont la remarquable particularité de faire 
coexister ces deux voies pour la synthèse d’IPP et de DMAPP (Lichtenthaler, 1999 ; Rohmer 
1999).  
Jusqu’à la découverte de la voie MEP par l’équipe de Rohmer à la fin des années 
1980, on considérait que les précurseurs terpéniques des AIM de C. roseus provenaient de la 
voie MVA. Depuis, de nombreux travaux basés sur l’apport de précurseurs radiomarqués à 
des cellules en culture ont permis d’établir que la voie MEP était la source principale de l’IPP 
et du DMAPP incorporés dans les AIM de C. roseus (Contin et al., 1998 ; Chahed et al., 2000 
; Veau et al., 2000 ; Hong et al., 2003). Les précurseurs terpéniques des AIM de C. roseus 
proviennent donc de l’association de deux voies de biosynthèse successives, la voie MEP et la 
voie des MTSI. Bien que les voies MVA et MEP qui génèrent l’IPP et le DMAPP soient deux 
voies de biosynthèse relativement indépendantes et physiquement séparées au sein des 
cellules végétales, des échanges assez limités d’unités isoprénoïques ou de dérivés communs 
peuvent avoir lieu entre ces deux voies. Ainsi, alors que chaque voie est à l’origine de dérivés 
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terpéniques spécifiques, incluant les phytostérols, les sesquiterpènes, les triterpènes ou le 
groupement terpénique de l’ubiquinone pour la voie MVA (Bouvier et al., 2005) et les 
monoterpènes, diterpènes, carotenoïdes tout comme le groupement phytol de la chlorophylle 
et le tocophérol pour la voie MEP (Rodríguez-Concepción and Boronat, 2002), il est possible 
que certains dérivés terpéniques finaux puissent avoir une origine mixte et être issus de 
précurseurs générés à la fois par la voie MVA et par la voie MEP (pour revue, Lichtenthaler 
et al., 1997 , Eisenreich et al., 1998, 2001 ; Lichtenthaler, 1999 ; Rohmer, 1999). L’existence 
des échanges entre la voie MVA et la voie MEP a été confirmée chez Arabidopsis thaliana. Il 
a ainsi été établi que le mutant cla1-1 de cette plante, mutant nul de la première enzyme de la 
voie MEP, est capable de synthétiser des terpènes plastidiaux (comme la chlorophylle et les 
caroténoïdes) nécessaires au développement de ses plastes grâce à des précurseurs issus de la 
voie MVA (Nagata et al., 2002). De plus, les travaux d’Hemmerlin et al. (2003) ont 
également révélé que cet échange peut avoir lieu dans le sens inverse (du plaste vers le 
cytosol) dans des cellules BY-2 de tabac. L’importance de ce type d’échange dépend très 
vraisemblablement de l’espèce végétale et de modifications de conditions environnementales 
et/ou physiologiques. Toutefois, en conditions physiologiques normales chez une plante 
sauvage, ces échanges restent très limités, soit de l’ordre de 1% du pool d’unités isoprénoïdes 
(IPP/DMAPP) générées par chacune des deux voies, mais ils peuvent aussi être beaucoup plus 
élevés (40 à 60%) comme dans le cas de la synthèse de dolichol (Eisenreich et al., 2001 ; 
Skorupinska-Tudek et al., 2008). 
 En plus des échanges de précurseurs entre ces deux voies, des travaux de l’EA2106 
ont permis de mettre en évidence un rôle régulateur de dérivés de la voie MVA sur la voie 
MEP. Ainsi, l’addition de pravastatine (un inhibiteur de la troisième enzyme de la voie MVA) 
à des cellules en culture de C. roseus, se traduit par une forte inhibition de la synthèse d’AIM, 
synthèse qui s’avère être restaurée par l’ajout de mévalonate exogène (Imbault et al., 1996). 
Dans ce contexte, l’ajout de [2-14C]-mévalonate aux cellules a permis d’établir qu’aucune 
radioactivité n’était retrouvée au sein des AIM, excluant de fait des échanges de précurseurs 
entre les deux voies (V. Courdavault et N. Giglioli-Guivarc’h, communication personnelle). 
En outre, il a été démontré que cette radioactivité s’avérait être spécifiquement incorporée au 
sein de stérols et de protéines prénylées. La prénylation de protéines consiste en une 
modification post-traductionelle par addition d’un groupement terpénique de 15 ou de 20 
carbones sur une cystéine de l’extrémité C-terminale de la protéine substrat, catalysée par des 
enzymes appelées protéine-prényltransférases (Zhang et Casey, 1996). Les groupements 
terpéniques utilisés au cours de ces réactions de prénylation sont majoritairement issus de la  
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Figure II-5: Biosynthèse de l’IPP et du DMAPP à partir de la voie du méthylérythritol 4-phosphate (voie MEP) et 
métabolismes terpéniques dérivés. 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase (DXS), 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate 
synthase homologue (DXS2), 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase (DXR), 4-diphospho-cytidyl-2C-méthyl-D-
érythritol synthase (CMS), 4-diphosphocytidyl-2C-méthyl-D-érythritol kinase (CMK), 2C-méthyl-D-érythritol 2,4-
cyclodiphosphate synthase (MECS), 4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl diphosphate (HMBPP) synthase (HDS), HMBPP réductase 
(HDR), isopentényl diphosphate (IPP) isomérase (IDI), géranyl diphosphate  synthase (GPPS), géraniol synthase (GES), 
géranylgéranyl diphosphate  synthase (GGPPS). GAP: glycéraldéhyde 3-phosphate ; IPP: isopentényl diphosphate ; DMAPP: 
diméthylallyl diphosphate ; GPP: géranyl diphosphate ; GGPP: géranylgéranyl diphosphate. Les flèches discontinues indiquent 
plusieurs étapes enzymatiques successives. 
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voie du mévalonate (Randall et al., 1993) bien que de récents travaux aient également 
démontré, pour certains d’entre eux, une origine de la voie MEP, dans les cellules BY-2 de 
tabac (Gerber et al., 2009). Les travaux de l’EA2106, basés sur l’inhibition de l’activité de 
protéine-prényltransférases par des approches d’interférence d’ARN, ont permis d’établir la 
nécessité du fonctionnement de ces enzymes pour l’expression de gènes codant notamment 
des enzymes de la voie MEP et de ce fait pour la biosynthèse des AIM (Courdavault, 2004, 
Courdavault et al., 2005a). Ces résultats apportent donc des éléments de réponse permettant 
d’expliquer le rôle régulateur de dérivés de la voie MVA sur la voie MEP.  
 
2.1.2.3-  Architecture de la voie du méthylérythritol 4-phosphate (MEP) productrice de l’IPP 
incorporé dans le précurseur terpénique des AIM  
La voie MEP, formant l’une des deux voies de biosynthèse de l’IPP chez les végétaux, 
a été entièrement caractérisé durant les années 2000 et démontrée comme localisée au sein des 
plastes (Rodriguez-Concepcion et Boronat, 2002 ; Phillips et al., 2008a) (Fig. II-5). Elle est 
initiée par une condensation du pyruvate et du glycéraldéhyde 3-phosphate pour former le 1-
désoxy-D-xylulose 5-phosphate (DXP) sous l’action d’une DXP synthase. La DXP réducto-
isomérase (DXR) assure ensuite la conversion du DXP en 2-C-méthyl-D-érythritol 4-
phosphate (MEP). Le MEP est à son tour transformé successivement en 4-(cytidine 5’-
diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol (CDP-ME) puis en 2-phospho-4-(cytidine 5’-
diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol (CDP-MEP) par la 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate 
cytidil-transférase (CMS) puis par la 4-(cytidine 5’-diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol 
kinase (CMK). Le CDP-MEP est ensuite converti en 2-C-méthyl-D-érythritol-2,4-
cyclodiphosphate (ME-cPP) par la ME-cPP synthase (MECS). Le ME-cPP est alors 
transformé en (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate (HMBPP) sous l’action de la 
(E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase (HDS) (Querol et al., 2002 ; Oudin 
et al., 2007). Cet HMBPP est alors réduit en un mélange d’IPP et de DMAPP (en proportion 
5/1 chez Escherichia coli (Rohdich et al., 2002 ; Wolff et al., 2003) et chez les végétaux 
(Botella-Pavia et al., 2004) sous l’action de l’hydroxyméthylbutenyl diphosphate reductase 
(HDR). Cette capacité de l’enzyme HDR à synthétiser un mélange d’IPP et de son isomère 
constitue un point de ramification dans la voie de biosynthèse qui a pu être mis en évidence 
chez Escherichia coli (Rodriguez-Concepcion et al., 2000a) et chez les plantes (Hoeffler et 
al., 2002) et constitue une différence majeure avec la voie MVA où le DMAPP est 
uniquement obtenu par isomérisation de l’IPP. Au sein de la voie MEP, le ratio différentiel 
d’IPP et de DMAPP produit par HDR est contrebalancé par des réactions d’isomérisation 
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d’IPP en DMAPP catalysées par des isoformes d’isopentényl diphosphate isomérase (IDI) 
(Campbell et al., 1997 ; Rodriguez-Conception et al., 2000a). Pour la grande majorité des 
végétaux, ces enzymes sont codées par des gènes uniques à l’exception de DXS et d’IDI 
(Lange et al., 2003). Ainsi, IDI présente deux isoformes codées par des gènes distincts 
(Campbell et al., 1998; Cunningham et Gantt, 2000; Nakamura et al., 2001) et nommées IDI1 
(At5g16440) et IDI2 (At3g02780) chez A. thaliana. DXS est, quant à elle, codée par une 
petite famille multigénique (Walter et al., 2002; Phillips et al., 2007, Cordoba et al., 2011), 
subdivisée en deux sous-familles : le clade I incluant les enzymes assurant des fonctions de 
ménage (Kim et al., 2005) et le clade II regroupant les isoformes associées au métabolisme 
secondaire et à la défense des plantes (Okada et al., 2007, Phillips et al., 2007). De très 
récentes études phylogénétiques, effectuées suite au clonage de différentes isoformes de DXS 
chez le maïs, ont également suggéré l’existence d’un troisième clade permettant de fait 
d’affiner cette classification (Cordoba et al., 2011). A ce titre, il est intéressant de noter, que 
sur la base de cette classification, aucune des trois isoformes de DXS chez A. thaliana 
n’appartient au clade II, celles-ci étant partagées entre le clade I et le clade III. Enfin, on 
notera de façon complémentaire que certaines espèces présentent de multiples copies de 
différents autres gènes de la voie MEP comme par exemple pour HDR chez Gingko biloba et 
Pinus taeda (Kim et al., 2008) ou encore DXR chez Hevea brasiliensis (Seetang-Nun et al., 
2008). Chez C. roseus, les travaux de l’EA2106 ont permis l’isolement d’un certain nombre 
de séquences d’enzymes de la voie MEP. Ainsi, avant que ne soit initié ce travail de thèse, les 
ADNc disponibles incluaient ceux d’une isoforme de DXS (Chahed et al., 2000), de la DXR, 
,de la MECS (Veau et al., 2000) et d’HDS (Oudin et al., 2007). En particulier, on 
mentionnera que l’isoforme de DXS clonée appartient au clade II, en adéquation avec 
l’existence d’un fort métabolisme secondaire chez C. roseus (Burlat et al., 2004).  
Comme indiqué précédemment, les unités isoprénoïdes IPP et DMAPP sont 
condensées en GPP, molécule à 10 atomes de carbone (C10) précurseur de monoterpènes 
(Lange et al., 1998), ou en GGPP (C20) duquel dériveront notamment le groupement phytol 
de la chlorophylle, la plastoquinone 9, les caroténoïdes (C40) et donc l’acide abscissique 
(ABA) (Lichtenthaler et al., 1997 ; Lichtenthaler, 1999) et d’autres phytohormones telles les 
gibbérellines (Kasahara et al., 2002).  
Jusqu’à très récemment la voie MEP était considérée comme une voie de biosynthèse 
strictement plastidiale, comme illustrée par Hsieh et al. (2008). Cette vision des choses a 
néanmoins évolué partiellement suite à la caractérisation fine de la localisation subcellulaire 
des isoformes d’IDI chez A. thaliana (Okada et al., 2008 ; Phillips et al., 2008b, Sapir-Mir et 
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al., 2008). Dans la littérature, il persiste une ambigüité relative à l’appartenance d’IDI à la 
voie MEP, et dans la mesure où IDI ne catalyse qu’une isomérisation des produits finaux de 
cette voie, elle peut être considérée comme n’appartenant pas strictement à cette voie. 
Toutefois, par extension, nous considérerons IDI (au moins l’une de ses isoformes) comme 
une enzyme de la voie MEP, dans la suite de ce manuscrit. Aussi, les travaux de Phillips et al. 
(2008b) et d’Okada et al. (2008) ont démontré une localisation préférentielle distincte pour 
chacune des deux isoformes d’IDI chez A. thaliana : l’isoforme AtIDI1 présentant une double 
localisation plaste/cytosol (ce qui tend à l’associer plus spécifiquement à la voie MEP) tandis 
que l’isoforme AtIDI2 est localisée dans les mitochondries et le cytosol. Cette double 
localisation a été expliquée par l’existence de deux types transcrits pour chaque isoforme, 
incluant des transcrits longs présentant les motifs d’adressage aux plastes ou mitochondries, et 
des transcrits courts, issus d’initiation de transcription différentielle et dépourvu des motifs 
d’adressage. Par la suite, la localisation cytosolique des deux isoformes a été remise en 
question par les travaux de Sapir-Mir et al. (2008) qui ont permis d’établir que chaque 
enzyme présentait une double localisation de type plastes et péroxysomes, respectivement 
pour les transcrits longs et courts d’AtIDI1, et mitochondries et péroxysomes, respectivement 
pour les transcrits longs et courts d’AtIDI2. Cette localisation péroxysomale est en accord 
avec la présence d’une séquence de type « peroxisomal targeting sequence » de type I (PTS1) 
à l’extrémité C-terminale des protéines, comme identifiée par les auteurs, et avec la présence 
d’un métabolisme terpénique actif au sein des péroxysomes. Ces différences de résultats de 
localisation entre les différents groupes de travail peuvent être expliquées par les nuances 
apportées aux approches expérimentales employées, comme il sera décrit dans le troisième 
volet de cette introduction et étudié dans le chapitre II de la section Résultats et Discussion. 
Ces nouvelles données de localisation subcellulaire d’enzymes de la voie MEP ont donc 
partiellement relancé le débat sur la compartimentalisation de cette voie et suggèrent que 
celle-ci puisse être plus complexe qu’initialement pensé. Une étude exhaustive des 
localisations subcellulaires des enzymes de la voie MEP chez C. roseus a de ce fait été 
réalisée dans le cadre de cette thèse, et un chapitre de ce manuscrit lui sera entièrement dédié 
(Chapitre II de la section Résultats et Discussion). 
 
2.1.2.4- Voie du mévalonate (MVA) et métabolisme terpénique dérivé chez les végétaux 
 Bien que n’intervenant pas directement dans la synthèse des AIM chez C. rosesus, une 
brève description de la voie MVA sera présentée dans ce paragraphe. En effet, de par 
l’importance de la voie MVA comme élément de régulation de la biosynthèse des AIM, elle  
Introduction  Partie II : Les alcaloïdes indoliques monoterpéniques (AIM) de Catharanthus roseus 
Thèse de Doctorat G. Guirimand      47 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O
CH3 S
O
CoA
HOOC
S
CH3 OH O
CoA
HOOC
OH
CH3 OH
HOOC
O
CH3 OH
P
HOOC
O
CH3 OH
PP
O P O P O
O O
O O
CH2
CH3
S
O
CH3 CoA
S
O
CH3 CoA
Acétyl-CoA Acétyl-CoA
AACT
Acétoacétyl-CoA
HMGS
MVK
PMK
MVD
CoASH
CoASH
CoASH
ATP
ADP
ATP
ADP
ATP
ADP
CO2
2NADPH,H+
2NADP+
Hydroxy-3-méthyl-
glutaryl-CoA
Mévalonate
Mévalonate 5-
phosphate
Mévalonate 5-
diphosphate
IPP
DMAPP
FPP (C15)
GGPP (C20)
Sesquiterpènes
Triterpènes (stérols)
PolyterpènesProtéines prénylées
FPS
GGPPS
IDI
Acétyl-CoA
PEROXYSOMES;
PLASTES (STROMA);
MITOCHONDRIES;
CYTOSOL
PEROXYSOMES
CYTOSOL
PEROXYSOMES;
CYTOSOL
PLASTES (STROMA)
S
O
CH3 CoA
PEROXYSOMES
CYTOSOL
 
Figure II-6: Biosynthèse de l’IPP à 
partir de la voie du mévalonate (voie 
MVA) et métabolismes terpéniques 
dérivés. Les flèches en traits pleins 
indiquent des étapes enzymatiques 
définies, les flèches en traits 
interrompus indiquent que plusieurs 
étapes enzymatiques interviennent. 
Les produits de gènes clonés au sein 
de l’EA2106 sont figurés en gras, et 
les différents compartiments 
subcellulaires impliqués sont 
soulignés. 
acétoacétyl-CoA thiolase (AACT),  
HMG-CoA synthase (HMGS),  
HMG-CoA réductase (HMGR), 
mévalonate kinase (MVK), 
mévalonate phosphate kinase (PMK),  
mévalonate 5-diphosphate 
décarboxylase (MVD),  
IPP isomérase (IDI),  
FPP synthase (FPS),  
GGPP  synthase (GGPPS)  
 
HMG : hydroxy-3-méthyl-glutaryl;  
IPP : isopentényl diphosphate; 
DMAPP : diméthylallyl diphosphate ; 
FPP: farnésyl diphosphate;  
GGPP: géranylgéranyl diphosphate  
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constitue une thématique de recherche importante de l’EA2106. A ce titre, la localisation 
subcellulaire de trois enzymes de cette voie a été réalisée pendant cette thèse dans le cadre 
d’une collaboration au sein du laboratoire, donnant lieu à un article qui sera présenté en 
annexe de ce manuscrit. Les premières étapes de la voie MVA correspondent à la 
condensation de trois molécules d’acétyl-CoA en deux étapes successives catalysées d’abord 
par l’acétoacétyl-CoA thiolase (AACT) (Vollack et Bach, 1996) puis par l’hydroxy-3-méthyl-
glutaryl (HMG)-CoA synthase (HMGS) (Montamat et al., 1995) pour former l’HMG-CoA 
(Fig. II-6). L’HMG-CoA est ensuite réduit sous l’action de l’enzyme HMG-CoA réductase 
(HMGR) en mévalonate (Caelles et al., 1989 ; Maldonado-Mendoza et al., 1997). Le 
mévalonate va alors subir deux phosphorylations successives ainsi qu’une décarboxylation, 
catalysées respectivement par la mévalonate kinase (MVK) (Riou et al., 1994), par la 
mévalonate phosphate kinase (PMK) (Tsay et Robinson, 1991) et par la mévalonate 5-
diphosphate décarboxylase (MVD) (Cordier et al., 1999) conduisant à la seule formation 
d’IPP, contrairement à la voie MEP (Fig. II-5 et II.6). L’isomérisation de l’IPP en DMAPP 
par une enzyme de type IDI, est de ce fait requise pour assurer la poursuite de la synthèse des 
terpènes (pour revue Kuzuyama et Seto, 2003). Chez la plupart des végétaux, les enzymes de 
la voie MVA sont codées par des gènes uniques à l’exception de l’AACT et de l’HMGR dont 
les isoformes sont codées par deux gènes distincts (Lange et al., 2003), et d’IDI comme 
précédemment mentionné. A l’échelle subcellulaire, il est communément admis que la voie 
MVA est cytosolique, illustrant ainsi la séparation physique avec la voie MEP. Cette 
localisation, extrapolée des premiers résultats obtenus chez les animaux, a par la suite été 
confirmée par la mise en évidence de la localisation cytosolique d’HGMS (Nagegowda et al., 
2005) et par la caractérisation de l’ancrage d’HMGR au réticulum endoplasmique, exposant le 
site catalytique de l’enzyme vers le cytosol (Leivar et al. 2005 ; Merret et al. 2007). Là 
encore, cette vision des choses a récemment évoluée, notamment suite à l’obtention des 
données issues des études protéomiques effectuées sur les péroxysomes de feuilles d’A. 
thaliana démontrant la présence d’une isforme d’AACT dans ce compartiment (Reumann et 
al., 2007). En combinant ces résultats à ceux obtenus par Carrie et al. (2007) et Ahumada et 
al. (2008), il a ainsi été établit que l’AACT présentait une double localisation 
péroxysome/cytosol. En outre, l’importance des péroxysomes dans la compartimentalisation 
d’enzymes de la voie MVA a été confirmée par la localisation des deux isoformes d’IDI dans 
ce compartiment (Sapir-Mir et al., 2008). Ces données indiquent donc qu’il existe une 
compartimentalisation de la voie MVA plus complexe qu’initialement supposé qui pourrait de 
fait affecter la synthèse des terpènes en aval. Ainsi, la condensation de deux molécules d’IPP 
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à une molécule de DMAPP aboutit à la formation d’un composé à 15 atomes de carbone 
(C15) le farnésyl diphosphate (FPP) catalysée par une farnésyl diphosphate synthase (FPPS, 
ou FPS) (Delourme et al., 1994), tandis que la condensation de trois molécules d’IPP à une 
molécule de DMAPP, catalysée par une isoforme de géranylgéranyl diphosphate synthase 
(GGPPS) (Okada et al., 2000) permet la synthèse de géranylgéranyl diphosphate (GGPP), 
composé terpénique à 20 atomes de carbone (C20). Le FPP est également le précurseur des 
différents sesquiterpènes (C15) et des étapes de condensations successives permettront la 
synthèse des polyterpènes et des triterpènes (C30) desquels dériveront les stérols (voir pour 
revue, Lange et Ghassemian, 2003). Le GGPP quant à lui constitue le précurseur des 
différents diterpènes et des caroténoïdes (tétraterpènes, C40) (Fig. II-6). De plus, ces deux 
types de molécules, FPP et GGPP, sont utilisées par les protéine-prényltransférases pour la 
prénylation de protéines, comme indiqué précédemment. Enfin, on notera qu’à ce jour, il n’a 
pas été mis en évidence de synthèse de monoterpènes issus de la voie MVA, en accord avec 
l’absence de GPPS localisée dans le cytosol (Tholl et Lee, 2011). Cependant, les travaux de 
Bouvier et al., (2000) suggèrent, chez A. thaliana, l’existence de deux isoformes de GPPS 
codées par un seul et même gène. La synthèse de ces deux isoformes résulterait d’un 
mécanisme de traduction différentielle selon la méthionine utilisée pour l’initiation de la 
traduction protéique. Sur cette base, il a été démontré que l’isoforme la plus longue (non 
tronquée) était adressée aux plastes tandis qu’il est supposé que l’isoforme courte (tronquée) 
soit localisée dans le cytosol et utiliserait potentiellement l’IPP et le DMAPP originaire de la 
voie MVA. L’ensemble de ces données met donc en lumière la nécessité d’identifier 
précisément la localisation subcellulaire des enzymes assurant la synthèse des terpènes et de 
leurs précurseurs, afin de mieux comprendre l’origine des différents terpènes synthétisés par 
les plantes. A ce titre, la localisation subcellulaire des enzymes MVK, PMK et MVD, 
catalysant les dernières étapes de la voie MVA a été réalisée durant ce travail sous forme 
d’une collaboration interne avec les Dr. Clastre et Simkin et le Pr. Giglioli-Guivarc’h, et a mis 
en évidence de façon intéressante la localisation péroxysomale de PMK et MVD, amenant de 
fait la réévaluation du modèle admis de compartimentalisation de la voie MVA. Ces travaux 
sont présentés en annexe de ce manuscrit.  
 
2.2- Les étapes tardives de la voie de biosynthèse des AIM : étapes post-strictosidine 
 Les 130 AIM (monomères et dimères) produits par C. roseus ont pour unique 
précurseur la strictosidine, obtenue par une condensation de la tryptamine et de la   
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Figure II-7 : Etapes post-strictosidine dites « tardives » de la biosynthèse des AIM et différentes classes 
d’AIM.  
strictosidine β-D-glucosidase (SGD); tabersonine 16-hydroxylase (CYP71D12 ; T16H) ; 16-hydroxytabersonine-
O-méthyltransférase (16OMT); 2,3-dihydro-3-hydroxytabersonine-N-méthyltransférase (NMT); 
désacétoxyvindoline-4-hydroxylase (D4H); désacétylvindoline-4-O-acétyltransférase (DAT). Les flèches 
discontinues indiquent plusieurs étapes enzymatiques successives. Les traits en pointillés symbolisent l’existence 
d’autres voies de biosynthèse (voies latérales).  
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sécologanine par la STR (Fig. II-7 ; de Waal et al., 1995). La strictosidine est le premier AIM 
et de ce fait un métabolite clé, véritable dénominateur commun de tous les AIM synthétisés 
par la suite. Suite à sa synthèse, la strictosidine subit ensuite une réaction de déglucosylation 
pour libérer un aglycone de strictosidine sous l’action de la strictosidine β-D-glucosidase 
(SGD) (Geerlings et al., 2000). L’aglycone de strictosidine est rapidement converti en 
dialdéhyde et subit ensuite une série de transformations menant à la formation de 4,21-
déhydrogeissoschizine et de cathenamine (Gröger, 1985). De là, plusieurs voies de 
biosynthèse latérales conduisent à la formation de trois sous-familles différentes d’AIM 
(Hallard, 2000): (1) les AIM monomères de type « corynanthe » parmi lesquels figure 
l’ajmalicine, qui constitue le principal AIM accumulé dans les cellules de C. roseus cultivées 
au sein de l’EA2106 et qui sous l’action de péroxydases peut être oxydée en serpentine , (2) 
les AIM monomères de type « iboga » dont fait partie la catharanthine et (3) les AIM 
monomères de type « aspidosperma » dont la voie de biosynthèse est actuellement la mieux 
caractérisée et dont le représentant principal, la vindoline, constitue l’AIM majoritairement 
accumulé dans les organes aériens de C. roseus (environ 250 ppm ; Westekemper et al., 1980) 
(Fig. II-7). Les voies de biosynthèse de l’ensemble de ces AIM restent mal caractérisées à ce 
jour à l’exception des étapes de production des AIM de type aspidosperma, pour lesquelles 
plusieurs enzymes ont été identifiées et clonées. Ainsi, au sein des organes aériens, la 
tabersonine, premier alcaloïde de type « aspidosperma », est convertie en vindoline via six 
étapes enzymatiques dont cinq ont été identifiées. La tabersonine est initialement hydroxylée 
par le cytochrome P450 tabersonine-16-hydroxylase (T16H ; CYP71D12) pour former la 16-
hydroxytabersonine (St-Pierre et De luca, 1995 ; Schröder et al., 1999 ; Murata et De Luca, 
2005). La 16-hydroxytabersonine est alors méthylée en 16-méthoxy- tabersonine par la 16-
hydroxytabersonine-Ométhyltransférase (16-OMT) dont la séquence codante a été clonée 
assez récemment (Levac et al., 2008). Cette 16-méthoxy- tabersonine est à son tour convertie 
en 16-méthoxy-2,3-dihydroxytabersonine par une hydratase non caractérisée à ce jour, puis la 
2,3-dihydro-3-hydroxytabersonine-N-méthyltransférase (NMT) catalyse la formation de la 
désacétoxyvindoline. Cette enzyme dont l’activité avait été isolée depuis longtemps par 
l’équipe du Pr. De Luca au Canada (De Luca et al., 1987 ; Dethier et De Luca, 1993) n’a été 
identifiée et clonée que très récemment par l’équipe du Pr . O’Connor (MIT, Boston, Etats 
Unis ; Liscombe et al., 2010). Les deux dernières étapes de la voie, assurant la synthèse de 
désacétylvindoline puis de vindoline sont respectivement catalysées par la 
désacétoxyvindoline-4-hydroxylase (D4H) (De Carolis et De Luca, 1993 ; Vasquez-Flota et 
al., 1997, St-Pierre et al., 1998) et par la désacétylvindoline-4-O-acétyltransférase (DAT) (St-
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Pierre et al., 1998, 1999) . La vindoline ainsi produite est l’un des deux précurseurs des AIM 
dimères dont la synthèse est effectuée via la condensation par couplage radicalaire de 
catharanthine et de vindoline, catalysée par  une enzyme de type péroxydase, clonée et 
nommée PRX1 (Sottomayor et al., 1998 ; Sottomayor et Ros Barcelo, 2003 ; Costa et al., 
2008). Cette condensation aboutit à la formation d’une molécule d’iminium qui pourra être 
converti en 3,4-anhydrovinblastine. De ces composés dériveront ensuite les AIM dimères 
d’intérêt, vinblastine et vincristine (Fig. II-7). Cependant, cette synthèse catalysée par PRX1 
s’avère être complexe car conditionnée par des localisations différentes des précurseurs au 
sein des feuilles, la catharantine étant sécrétée et piégée au niveau de la cuticule (emprisonnée 
dans la couche de cire recouvrant la feuille), tandis que la vindoline est contenue dans des 
cellules spécialisées (laticifères et idioblastes) des parenchyme foliaires de la feuilles (St-
Pierre et al., 1999 ; Roepke et al., 2010).  
Au sein des racines, peu d’enzymes catalysant des étapes de synthèse d’AIM 
spécifiques de ce type d’organes ont été identifiées à ce jour. Les travaux de Laflamme et al. 
(2001) ont ainsi permis l’identification d’un paralogue de DAT, catalysant l’acétylation de 
minovincinine en echitovenine et nommé minovincinine 19-hydroxy-O-acetyltransférase 
(MAT). Enfin, l’enzyme catalysant l’hydroxylation en position 19 de la tabersonine, 
correspondant à l’une des étapes de production de substrats de la MAT, a été isolée et son 
activité confirmée par des tests biochimiques (Giddings et al., 2011). Cette enzyme, 
tabersonine 19-hydroxylase (T19H, CYP71BJ1), appartient au même titre que T16H à la 
famille des CYP450 et constitue l’enzyme de la voie de biosynthèse des AIM la plus 
récemment identifiée à ce jour. 
En raison de l’importance de ces réactions enzymatiques dans la synthèse des AIM 
d’intérêt chez C. roseus, une étude des localisations subcellulaires des enzymes impliquées 
dans les étapes tardives (post-strictosidine) de la voie a été également réalisée au cours de ce 
travail de thèse et sera présenté dans le Chapitre IV de la section Résultats et Discussion.   
 
3- Organisation cellulaire et subcellulaire de la voie de biosynthèse des AIM chez C. 
roseus 
 La voie de biosynthèse des AIM de C. roseus comporte un grand nombre d’étapes 
enzymatiques, dont 28 ont été identifiés à ce jour, et présente un haut degré de 
compartimentalisation tant au niveau cellulaire qu’à l’échelle subcellulaire. La complexité de 
cette voie de biosynthèse fait de C. roseus une plante modèle phare pour l’étude du 
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métabolisme secondaire (Kutchan, 2005 ; Facchini et St-Pierre, 2005 ; Facchini et De Luca, 
2008 ; Ziegler et Facchini, 2008). Les paragraphes suivants auront donc pour objectif de 
donner une vision exhaustive des données de localisation cellulaire et subcellulaire des 
différentes étapes de la voie de biosynthèse des AIM, qui sera largement complétée par les 
résultats originaux présentés dans la section Résultats et Discussion 
 
3.1- Etat des connaissances relatives à la compartimentalisation cellulaire de la voie de 
biosynthèse des AIM de C. roseus  
Avant que ne débute ce travail de thèse, la caractérisation de l’organisation cellulaire 
de la voie de biosynthèse des AIM in planta était déjà très avancée, permettant d’établir une 
compartimentalisation en trois groupes de tissus distincts accommodant séquentiellement les 
différentes étapes de biosynthèse des AIM au sein des organes aériens de C. roseus (Fig. II-8). 
Ainsi, via des expériences de localisation de transcrits par hybridation d’ARN in situ, les 
cellules du parenchyme associé au phloème interne (PAPI) ont été démontrées comme le site 
d’expression préférentielle des gènes codant des enzymes assurant des étapes précoces de la 
biosynthèse des AIM, incluant des gènes de la voie MEP, à savoir DXS, DXR, MECS et HDS 
ainsi que le gène codant la première enzyme de la voie des MTSI, G10H (Burlat et al., 2004 ; 
Courdavault et al., 2005b ; Lemenager et al., 2005 ; Oudin et al., 2007). Ces résultats ont été 
partiellement remis en cause par l’équipe du Pr. De Luca, qui par des approches de 
microdissection par capture laser couplée à des analyses par RT-PCR avait suggéré que les 
transcrits G10H étaient majoritairement localisés au sein des épidermes foliaires (Murata et 
De Luca, 2005). Il est cependant à noter que ces analyses souffraient d’un biais expérimental 
important dans la mesure où l’analyse comparée de distribution des ARNm n’incluait pas les 
cellules du PAPI. La confirmation de l’importance du PAPI comme site majeur de la synthèse 
des précurseurs terpéniques des AIM a été apportée par des expériences d’immunomarquage 
de l’enzyme HDS qui ont montré son accumulation préférentielle au sein du PAPI (Oudin et 
al., 2007). En outre, ces expériences ont permis d’établir la présence de l’enzyme dans des 
tissus complémentaires des feuilles incluant le mesophylle et dans une moindre mesure 
l'épiderme, permettant d’une certaine façon de concilier les modèles de localisation émanant 
de l’EA2106 et de l’équipe du Pr. De Luca. Pour autant, les épidermes des organes n’en sont 
pas moins des tissus de première importance dans la biosynthèse des AIM. Ainsi, ce type de 
tissu a été montré initialement comme siège des réactions catalysées par TDC, catalysant 
l’étape finale de production du précurseur indolique des AIM, et STR qui assure la 
condensation de ce précurseur avec la sécologanine, via la localisation des transcrits et des  
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Figure II-8: Architecture de la voie de biosynthèse des alcaloïdes indoliques monoterpéniques (AIM) anti-
cancéreux de Catharanthus roseus montrant les partons d’expression tissu–spécifique des gènes codant les 
enzymes de cette voie dans les organes aériens de la plante.  
Les localisations des transcrits des gènes des enzymes de la voie de biosynthèse ont été réalisées par des approches 
d’hybridation d’ARNm in situ dans des jeunes feuilles de C. roseus. Noter la répartition des produits des gènes de la voie 
dans 4 tissus différents, impliquant 3 événements de transport successifs (flèches jaunes) pour assurer un flux 
métabolique continu  et la subdivision en étapes « précoces », « intermédiaires » et « tardives » de la voie selon la 
répartition tissulaire. Les flèches en traits pleins indiquent des étapes enzymatiques définies, les flèches en traits 
interrompus indiquent que plusieurs étapes enzymatiques interviennent.  
1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase (DXS), 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase (DXR), 2C-
méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase (MECS), 4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl diphosphate (HMBPP) 
synthase (HDS), géraniol 10-hydroxylase (CYP76B6) (G10H), 10-hydroxygéraniol oxydo-réductase (10HGO), UDP-
glucose-glycosyltransférase 2 (UGT2), sécologanine synthase (CYP72A1) (SLS), tryptophane décarboxylase (TDC), 
strictosidine synthase (STR), strictosidine β-D-glucosidase (SGD), désacétoxyvindoline 4-hydroxylase (D4H), 
déacétylvindoline 4-O-acétyl transférase (DAT). Les patrons d'expression proviennent des références suivantes: DXS, 
DXR, MECS, G10H (Burlat et al., 2004), TDC, STR, D4H, DAT (St-Pierre et al., 1999), SLS (Irmler et al., 2000), SGD 
(Murata et al., 2008) et de résultats encore non publiés (10HGO et UGT2) issus de la thèse de S. Mahroug (2006). 
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enzymes correspondantes, respectivement par hybridation d’ARN in situ et par 
immunocytochimie (St-Pierre et al., 1999). De façon subséquente, les ARNm de SLS 
(dernière enzyme de la voie des MTSI) ont été détectés dans ce même tissu mais également 
dans la palissade des feuilles alors que l’enzyme, en elle-même, en est absente et uniquement 
immunolocalisée dans les épidermes (Irmler et al., 2000). Enfin, les approches de 
microdissection par capture laser couplée à des RT-PCR ainsi que la production d’une banque 
d’EST générée à partir de fractions enrichies en épidermes obtenues par abrasion de ces tissus 
au carbure de silice (carbo-abrasion) ont permis d’établir  la présence préférentielle des 
ARNm de TDC, STR, SLS, LAMT, SGD, T16H et 16OMT au sein des épidermes foliaires 
(Murata et De Luca 2005 ; Levac et al., 2008 ; Murata et al., 2008). Il est ainsi admis que 
l’épiderme est un site pivot du métabolisme secondaire chez C. roseus puisque les gènes 
impliqués dans au moins 4 voies métaboliques y sont co-exprimés incluant des gènes 
impliqués dans la voie des "indoles" (TDC), des monoterpènes sécoiridoïdes (SLS), des AIM 
(STR) mais aussi de dérivés de type phénylpropanoïdes (Phénylalanine ammonia lyase, PAL ; 
cinnamate 4-hydroxylase, C4H ; chalcone synthase, CHS) (Mahroug et al., 2006). Enfin, 
comme mentionné précédemment dans ce manuscrit, les étapes terminales de biosynthèse de 
la vindoline, catalysées par D4H et DAT, sont spécifiquement localisées dans les laticifères et 
dans un sous groupe de cellules spécialisées (idioblastes) des parenchymes palissadiques et 
lacuneux, comme l'illustre la détection des produits de ces deux gènes (St-Pierre et al., 1999). 
Par ailleurs, même si les étapes impliquées dans la synthèse de catharanthine ne sont pour lors 
pas encore élucidées, une étude récente a montré la sécrétion de catharanthine dans la cuticule 
(Roepke et al., 2010). L'existence de trois groupes cellulaires séquentiellement impliqués dans 
la voie de biosynthèse indique la nécessité de transport intercellulaire d'intermédiaires 
métaboliques pour assurer une continuité du flux métabolique. De plus, la présence des deux 
monomères précurseurs des AIM dimères dans des sites différents (vindoline dans les 
laticifères/idioblastes et catharanthine dans la cuticule) implique également la nécessité de 
transport intercellulaire pour aboutir aux dimères actifs. On précisera qu’une activité 
péroxydase associée de façon générale aux parenchymes foliaires a été proposée de façon 
hypothétique comme correspondant à celle de PRX1 impliquée dans la condensation in vitro 
de vindoline et catharanthine en AIM dimères (Sottomayor et Ros Barcelo, 2003). Au final, 
sur la base des expériences de localisation par marquage en microscopie, l'implication 
formelle de trois groupes cellulaires (PAPI, épidermes, laticifères/idioblastes) a pu être 
démontrée mais il est probable que des sites additionnels de biosynthèse puissent exister dans 
les parties aériennes de la plante. Ainsi, des résultats non publiés d’hybridation d’ARN in situ, 
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issus des travaux de thèse de S. Mahroug (2006), ont permis de localiser les transcrits 
d’enzyme catalysant potentiellement des étapes centrales de la voie des MTSI (10HGO et 
UGT2) au niveau d’un quatrième tissu, la partie supérieure du parenchyme lacuneux des 
jeunes feuilles de C. roseus suggérant de fait qu’au moins quatre types cellulaires distincts 
pourraient participer à la biosynthèse des AIM dans les parties aériennes de la plante (Fig. II-
8). 
Sur la base de cette organisation cellulaire, la séparation de la voie de biosynthèse 
en étapes précoces et tardives précédemment utilisée dans cette introduction sera affinée 
dans la suite du manuscrit et il sera donc admis que les étapes localisées 
préférentiellement au sein du PAPI seront assimilées aux étapes précoces de biosynthèse 
des AIM, les étapes épidermiques (et par extension celle des parenchymes) 
correspondront aux étapes intermédiaires et les étapes se déroulant au sein des 
laticifères/idioblastes seront liées aux étapes tardives de la voie de biosynthèse.  
Au sein des racines, une compartimentalisation spécifique de la biosynthèse des AIM 
a également été démontrée mais sa caractérisation a été moins étudiée du fait de l’absence de 
production de vindoline et cathatranthine et donc de dimères dans cet organe. Cependant, les 
transcrits codant les enzymes TDC, STR et MAT ont été localisés au sein des cellules 
corticales et protodermales situées dans la région au dessus de l’apex racinaires (St-Pierre et 
al., 1999 ; Laflamme et al., 2001). On peut supposer que la caractérisation de cette 
organisation s’accélérera dès lors que de nouveaux gènes spécifiquement associés au 
métabolisme des AIM au sein des racines seront identifiés comme la T19H (Giddings et al., 
in press). 
La haute complexité de l’organisation spatiale de la biosynthèse des AIM chez C. 
roseus, basée sur la participation séquentielle de plusieurs types cellulaires différents au sein 
d’un même organe suggère l'existence de mécanismes distincts de régulation de synthèse de 
ces composés. Ainsi, différentes modulations d’expression des gènes codant des enzymes 
participant à cette synthèse ont été mises en évidence, selon le tissu où ils sont 
majoritairement exprimés même si tous les gènes étudiés présentent un certain degré de co-
régulation développementale puisqu'ils sont globalement co-exprimés dans les parties basales 
faiblement différenciées des jeunes feuilles, indépendamment des types cellulaires spécifiques 
impliqués (St-Pierre et al., 1999, Burlat et al., 2004, Oudin et al., 2007). Toutefois, leur 
modalité de réponse à des traitements hormonaux au sein de cultures cellulaires 
indifférenciées s’avère être différente selon leur patron d’expression tissulaire originel in 
planta. Ainsi, comme il sera décrit dans la suite de ce manuscrit, il a été établi, dans des 
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cultures cellulaires indifférenciées, des réponses différentes aux signaux auxiniques : les 
gènes des étapes « précoces » associés au PAPI voyant leur expression stimulée par le retrait 
de ces hormones alors que les gènes des étapes « intermédiaires » associés aux épidermes y 
sont insensibles (Veau et al., 2000, Papon et al., 2005, Courdavault et al., 2005a) ; Oudin et 
al., 2007). En parallèle, il a été établit que les cellules indifférenciées n’avaient pas, en 
conditions physiologiques normales, la capacité d’exprimer des gènes associés aux cellules 
spécialisées impliquées dans les étapes tardives de la voie des AIM (laticifères/idioblastes), 
comme illustré pour D4H (Vazquez-Flota et al., 2000). L’ensemble de ces éléments laisse 
donc à penser qu’une régulation réminiscente du tissu où sont préférentiellement exprimés les 
gènes in planta existe au sein des cellules indifférenciées. Cependant, les cellules 
indifférenciées ne sont pas capables de reproduire la totalité des systèmes complexes de 
régulation existant in planta (notamment celles concernant les étapes tardives) expliquant 
ainsi en partie l’incapacité de ces systèmes indifférenciés à produire des AIM d’intérêt comme 
nous le reverrons plus loin. 
Comme évoqué précédemment, le corollaire de cette organisation complexe en plusieurs 
tissus est l’existence de phénomènes de transport d'intermédiaires métaboliques d’un tissu à 
un autre pour assurer l’ensemble des modifications nécessaires à la synthèse des molécules 
finales. La nature des molécules véhiculées de même que les mécanismes de transports restent 
encore non élucidés à ce jour. Toutefois, il est vraisemblable qu’au moins, un précurseur 
terpénique situé après l'action de G10H et avant celle de LAMT soit véhiculé du PAPI aux 
épidermes (possiblement via le quatrième type cellulaire évoqué, la partie supérieure du 
parenchyme lacuneux) et qu’un AIM produit par une réaction enzymatique située après T16H 
et avant D4H soit à son tour transporté de l'épiderme aux laticifères/idioblastes. Ces transports 
représentent, à n’en pas douter, un processus clef de régulation de la biosynthèse de AIM in 
planta qu’il convient d’appréhender pour comprendre précisément cette biosynthèse. L’un des 
objectifs majeurs de ce type de travail reposera notamment sur l’identification précise des 
molécules véhiculées, ce qui sera rendu possible par l’identification de deux gènes catalysant 
des étapes successives mais exprimés dans des tissus différents. Ceci démontre donc la 
nécessité de poursuivre la caractérisation de l’organisation cellulaire de la voie biosynthèse 
des AIM in planta. A ce titre, il est important de préciser l’importance de la combinaison de 
différentes approches expérimentales pour mener à bien ce type d’analyse. Par exemple, si les 
approches de carbo-abrasion ou de microdissection par capture laser couplée à des RT-PCR 
sont efficaces, elles présentent cependant l’écueil majeur de ne réaliser l’analyse que sur le(s) 
tissu(s) prélevé(s) avec une certaine limite dans la pureté des fractions. C’est donc pourquoi  
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Figure II-9: Compartimentalisation cellulaire et
subcellulaire de la voie de biosynthèse des alcaloïdes
indoliques monoterpéniques (AIM) anti-cancéreux de
Catharanthus roseus antérieure à ce travail de thèse.
Les flèches en traits pleins indiquent des étapes enzymatiques
définies, les flèches en traits discontinus indiquent que
plusieurs étapes enzymatiques interviennent. Noter le haut
degré de compartimentalisation de cette voie de biosynthèse à
l’échelle cellulaire avec au total 4 tissus distincts impliquant 3
évènements successifs de transport intercellulaires
potentiellement limitants. Noter aussi le manque de données
subcellulaires obtenues in situ.
DXS: 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase
DXR: 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase
MECS: 2C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase
HDS: 4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl diphosphate (HMBPP) synthase
HDR: HMBPP réductase 
IDI: isopentényl diphosphate(IPP) isomérase 
GES: géraniol synthase (GES)
G10H: géraniol 10-hydroxylase (CYP76B6)
10HGO: 10-hydroxygéraniol oxydo-réductase
UGT2: UDP-glucose-glycosyltransférase2 
SLS: sécologanine synthase (CYP72A1) 
AS: sous unité α de l’anthranilate synthase
TDC: tryptophane décarboxylase 
STR: strictosidine synthase
SGD: strictosidine β-D-glucosidase
T16H: tabersonine16-hydroxylase (CYP71D12)
D4H: désacétoxyvindoline 4-hydroxylase
DAT: déacétylvindoline4-O-acétyl transférase 
PRX1: peroxydase
Les patrons d'expression proviennent des références suivantes: DXS, 
DXR, MECS, G10H (Burlat et al., 2004), HDS (Oudin et al., 2007), 
TDC, STR, D4H, DAT (St-Pierre et al., 1999), SLS (Irmleret al., 
2000), T16H (Murataet al., 2005), ou de résultats encore non publiés 
issus de la thèse de S. Mahroug (2006). 
Les localisations subcellulaires des enzymes HDS (Oudin et al., 2007)
et STR (McKnight et al., 1991)obtenues in situ avant ce travail de 
thèse sont surlignées en jaune.  La localisation vacuolaire de la 
peroxidase (PRX1) a été montrée par Costa et al. (2008) par imagerie 
GFP. 
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l’hybridation d’ARN in situ s’avère complémentaire car elle permet l’analyse simultanée de 
tous les tissus d’un même organe. Enfin, au regard des différences de profils de localisation 
observées pour les produits des gènes HDS ou SLS selon la technique d’analyse utilisée 
(hybridation d’ARN in situ versus immunocytochimie), il apparaît clair que ces deux types 
d’approches doivent aussi être combinées lorsque des anticorps sont à disposition de façon à 
affiner la caractérisation des profils de localisation des enzymes. Pour l’ensemble de ces 
raisons, l’étude de l’organisation cellulaire de la voie de biosynthèse des AIM chez C. roseus 
a été poursuivie au cours de ce travail, principalement via l’utilisation d'expériences 
d’hybridation d’ARN in situ auxquelles j’ai pu collaborer. Ces résultats seront présentés dans 
les chapitres II, III et IV de la section Résultats et Discussion. 
 
3.2- Etat des connaissances relatives à la compartimentalisation subcellulaire de la voie de 
biosynthèse des AIM de C. roseus  
Comme il vient d’être décrit, la biosynthèse des AIM chez C. roseus est un processus 
hautement compartimenté et spécialisé dont l’organisation complexe repose sur une 
différentiation métabolique et biochimique de différents types cellulaires au sein de la plante. 
Ainsi, en plus de la compartimentalisation cellulaire présentée précédemment, la voie de 
biosynthèse des AIM présente un degré de complexité supplémentaire avec l'intervention 
supposée et/ou démontrée de nombreux compartiments subcellulaires abritant les différentes 
enzymes de la voie. Cependant, de récentes revues ont présenté plusieurs modèles 
contradictoires de compartimentalisation subcellulaire sur la base principale de prédictions 
bioinformatiques de localisation et de données de fractionnement subcellulaire, mettant en 
évidence le manque d'analyses expérimentales microscopiques (Fig. II-9 ; van der Heijden et 
al., 2004; Facchini et St-Pierre 2005 ; Mahroug et al., 2007). Ceci souligne de ce fait la 
nécessité d’entreprendre une caractérisation plus poussée de l’organisation subcellulaire de la 
voie de biosynthèse des AIM de C. roseus afin d’en établir une cartographie précise, ce qui 
constituera l’objectif principale de ce travail de thèse. D’une manière générale, la destination 
d’une protéine est déterminée par la présence (ou l’absence) de différents signaux d’adressage 
et/ou de rétention au sein de sa séquence protéique. Il est donc possible d’entreprendre une 
prédiction systématique de la localisation subcellulaire des enzymes de biosynthèse des AIM 
via ce type d’analyses. Ceci n’a pour autant jamais été entrepris chez C. roseus, peut être en 
raison du faible nombre d’informations relatives à l’adressage des protéines, disponibles à 
l’époque où ont débutées ces études. En effet, les premières expériences de localisation 
subcellulaire de ces enzymes remontent à la fin des années 80, début des années 90. A cette 
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époque, de premières expériences de fractionnement cellulaire associées à des tests d’activité 
enzymatique avaient permis la mise en évidence de la localisation cytosolique de TDC et de 
STR (De Luca et Cutler, 1987). Ces résultats furent partiellement remis en cause par la suite 
via des expériences similaires qui montrèrent le caractère extra-vacuolaire de TDC, l’ancrage 
de SGD à la face externe du tonoplaste et la localisation vacuolaire de STR (Stevens et al., 
1993). Ces dernières données vinrent notamment confirmer les résultats obtenus par 
McKnight et al. (1991) qui avaient établit la localisation de STR au sein des vacuoles par des 
approches d’immunomarquage (Fig. II-9). En parallèle, les mêmes approches de 
fractionnement cellulaire permirent d’établir que l’activité NMT était associée au réseau de 
thylakoïdes des plastes de C. roseus (De Luca et al., 1993). Les expériences de localisation de 
De Luca et Cutler (1987) démontrèrent également la localisation cytosolique de DAT, 
localisation qui fut confirmée par la suite (St-Pierre et al., 1995). On notera également que des 
expériences d’immunolocalisations suggérèrent, de façon surprenante, une localisation 
apoplastique de TDC (Fig. II-9 ; Moreno-Valenzuela et al., 2003). 
Suite à la caractérisation de l’activé T16H qui permis notamment d’établir 
l’appartenance de cette enzyme à la famille CYP450 (St-Pierre et De Luca, 1995), cette 
enzyme fut considérée comme ancrée au réticulum endoplasmique exposant son site 
catalytique vers le cytosol, sur la base des modèles de topologie des CYP450 (Werck-
Reichhart et Feyereisen, 2000) bien qu’aucune données expérimentales ne le confirme même 
suite à son clonage. La localisation des deux autres enzymes de la voie de biosynthèse des 
AIM, appartenant à la famille CYP450, incluant G10H et SLS, prête elle aussi à controverse. 
Ainsi, suite à leur identification et à leur clonage, ces deux enzymes furent co-purifiées avec 
le réseau membranaire interne par centrifugation sur gradient de densité (Irmler et al., 2000 ; 
Collu et al., 2001). Sur la base de ces données, il fut proposé de façon étonnante que ces 
enzymes soient localisées plus particulièrement dans le tonoplaste et non au réticulum 
endoplasmique comme la grande majorité des CYP450 (van der Heijden et al., 2004). Durant 
la même période, la localisation au tonoplaste de SGD fut également remise en cause après le 
clonage de l’ADNc de cette enzyme (Geerlings et al., 2000). Par des approches 
cytochimiques basées sur la détection d'un produit de réaction de cette enzyme, il a été 
proposé que la SGD soit plus particulièrement associée au réticulum endoplasmique en 
relation avec la présence d’un motif KKQKY à l’extrémité C-terminale de la protéine, motif 
dont la nature sera d’ailleurs rediscuté dans le Chapitre III de la section Résultats et 
Discussion. En outre, il a été établi, également via des approches cytochimiques, que l’activité 
péroxydase catalysant la condensation des AIM monomères pour la formation des dimères, 
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était présente au sein des vacuoles (Sottomayor et al., 1998; Sottomayor et Ros Barcelo, 
2003), une localisation qui fut confirmée secondairement par la fusion à la GFP de la protéine 
PRX1 (Costa et al., 2008). Enfin, avant que ne soit initié ce travail de thèse, les travaux de 
l’EA2106 ont permis d’établir, par immunomarquage en microscopie électronique, que 
l’enzyme HDS, appartenant à la voie MEP, était localisée dans le stroma des plastes en accord 
avec la localisation généralement observée pour les enzymes de cette voie (Oudin et al. 2007).  
Il apparaît que la cartographie de l’organisation subcellulaire des enzymes de la voie 
de biosynthèse des AIM est lacunaire et majoritairement basée sur des expériences de 
fractionnement cellulaire. Bien qu’étant une technique puissante et depuis longtemps utilisée 
pour ce type d’analyse, elle peut facilement fournir des résultats artefactuels comme pour 
STR qui fut d’abord annoncée comme cytosolique (De Luca et Cutler, 1987) avant d’être 
localisée à la vacuole (Stevens et al. 1993). C’est à ce titre que les approches permettant de 
réaliser des localisations subcellulaires in situ, incluant par exemple l’immunomarquage ou 
les fusions à la GFP, peuvent se montrer intéressantes. Avant que ne soit initié ce travail de 
thèse, seule quatre enzymes (Fig. II-9 ; STR, HDS, TDC et PRX1) et dans une moindre 
mesure SGD, avaient ainsi vu leur localisation établie par des approches in situ. Cette 
situation a donc amené l’EA2106 à initier un projet de localisation subcellulaire systématique 
des enzymes de la voie de biosynthèse des AIM, pré-requis à l’élaboration d’une cartographie 
fine de la voie des AIM. A l’instar de celle obtenue à l’échelle cellulaire, cette cartographie 
subcellulaire pourrait donc permettre d’identifier les étapes de transport intracellulaire 
potentiellement limitantes afin d’envisager à terme le développement de stratégies 
d’optimisation de la biosynthèse des AIM. Au sein de l’EA2106, l’étude de la 
compartimentalisation subcellulaire de la voie a ainsi commencé au début des années 2000 
notamment lors du DEA du Dr. Mahroug en 2003. Dans cette optique, une approche 
d'expression transitoire de protéines de fusion avec la GFP avait été mise en place en 
employant Agrobacterium tumefaciens comme vecteur de transfert transitoire de séquences 
codantes dans les feuilles et les fleurs de C. roseus (Mahroug, 2003). Bien que les protéines 
de fusion aient été détectées au sein des feuilles, la localisation subcellulaire d’aucune d’entre 
elles ne pût être déterminée en raison de la forte autofluorescence parasite engendrée par les 
réactions de défense de la plante. Ce type de résultats nous a amené à sélectionner une 
stratégie alternative de transformation transitoire de cultures cellulaires de C. roseus, à savoir 
la biolistique. L’ensemble des résultats de localisation subcellulaire obtenus par cette 
approche au cours de ce travail de thèse seront présentés dans différents chapitres de ce 
manuscrit et permettront (avec l’ensemble des données tissulaires) de dresser un modèle 
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complet et intégré de la compartimentalisation de la voie de biosynthèse des AIM 
anticancéreux de C. roseus.  
 
4- Les cultures cellulaires de C. roseus : outil d’étude et source alternative pour la 
production d’AIM 
Avec l’avènement des biotechnologies au début des années 1980, de nombreuses 
recherches ont été initiées, visant à comprendre et à optimiser les rendements de biosynthèse 
des AIM chez C. roseus et généralement pour un grand nombre de plantes productrice de 
métabolites d’intérêt. L’un des axes majeurs de ces recherches a consisté à développer des 
sources alternatives de production d’AIM telles que des cultures cellulaires indifférenciées ou 
des structures partiellement différenciées incluant des chevelus racinaires (« hairy roots », en 
anglais). Ces sources alternatives constituent également d’indispensables modèles d’étude, 
complémentaires à la plante entière, qui enrichissent considérablement la connaissance des 
mécanismes de régulation de la voie de biosynthèse des AIM. Bien que relativement éloigné 
de la thématique de ce travail de thèse, focalisée sur l’étude de l’architecture de la voie de 
biosynthèse des AIM in planta, un paragraphe descriptif sera néanmoins consacré à ce type de 
modèles et en particulier aux cellules indifférenciées, dans la mesure où celles-ci constituent 
la modèle biologique sélectionné pour étudier la localisation subcellulaire des enzymes au 
cours de ce travail. Cette description permettra de fait d’apporter certains éléments facilitant 
la compréhension des choix de paramètres testés lors de l’optimisation des paramètres de 
transformation par biolistique (Chapitre I de la section Résultats et Discussion) mais 
également les concepts de régulation coordonnée de l’expression des gènes associés à la 
biosynthèse des AIM en réponse à des signaux hormonaux mais globalement dictée par la 
tissu-spécificité originelle de l’expression de ces gènes (Chapitre III de la section Résultats et 
Discussion). 
 
4.1- Généralités relatives aux cultures cellulaires de C. roseus 
Le faible taux de biosynthèse in planta des AIM de C. roseus a conduit à l’étude des 
mécanismes de régulation de leurs voies de biosynthèse ainsi qu’à la recherche de stratégies 
alternatives de production. Les cultures cellulaires de C. roseus constituent un outil 
particulièrement intéressant. Ce sont des systèmes bien définis, homogènes et relativement 
stables dans le temps, permettant d’étudier les réponses des cellules de C. roseus à des 
traitements hormonaux, des inhibiteurs ou encore divers stress abiotiques, appliqués en vue 
d’induire ou d’augmenter la synthèse d’AIM d’intérêt. Dans un premier temps, les travaux de 
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recherche se sont orientés vers la sélection de lignées hautement productrices d’AIM. 
L’influence de la modification du milieu de culture (teneur en éléments carbonés, azotés, en 
phosphate ou en régulateurs de croissance, pH du milieu…), ainsi que des conditions de 
culture (température, fréquence de repiquage, photopériode…), ou des traitements par des 
éliciteurs ont été étudiés très activement (pour revue, van der Heijden et al., 1989 ; Moreno et 
al., 1995, van der Heiden et al., 2004). La vitesse de synthèse des AIM d’intérêt reste 
toutefois trop lente et les taux de production encore insuffisants, et l’utilisation de ce type de 
stratégie à un niveau industriel s’avère de fait peu efficace (Verpoorte et al., 1998). D’autre 
part, les lignées cellulaires actuelles de C. roseus ne synthétisent pas d’AIM dimères. Les 
cellules cultivées in vitro synthétisent principalement des AIM monomères tels que 
l’ajmalicine, la serpentine ou la tabersonine (Meijer et al., 1993b ; Hallard, 2000). Les 
activités des enzymes NMT, D4H et DAT catalysant les trois dernières étapes de la synthèse 
de la vindoline ne sont pas détectables dans les suspensions cellulaires de C. roseus (De Luca 
et al., 1987 ; De Carolis et al., 1990) et le gène Crd4h est complètement réprimé dans la 
suspension cellulaire 615 de C. roseus (Vazquez-Flota et al., 2002). Bien que les suspensions 
cellulaires de C. roseus soient incapables de synthétiser des AIM dimères elles constituent un 
modèle de choix utilisé par plusieurs équipes de recherche pour l’étude des mécanismes 
régulant la synthèse des AIM. Ainsi, l’EA2106 dispose de plusieurs lignées cellulaires de C. 
roseus, parmi lesquelles se situent les trois lignées principales suivantes (Fig. II-1B): 
- la souche CR6, qui correspond à une souche chlorophyllienne cultivée sur un cycle 
de culture de quatorze jour en absence d’hormones (Kodja et al., 1989),  
- la souche C20D, non chlorophyllienne cultivée sur un cycle de sept jours, 
dépendante de la présence de l'auxine de synthèse 2,4D pour sa croissance, et qui 
en absence de 2,4D devient productrice d’AIM. Elle constitue le véritable modèle 
de l’EA2106 (Mérillon et al., 1989),  
- la souche CA dérivée de la souche C20D, non chlorophyllienne, anergiée aux 
hormones, cultivée également sur un cycle de sept jours et faiblement productrice 
d’AIM (Mérillon et al., 1989).  
 
4.2- Régulation hormonale: effet des phytohormones sur la biosynthèse des AIM dans les 
cultures cellulaires de C. roseus  
 La souche C20D de cellules de C. roseus étant le principal modèle de l’EA2106, on 
précisera que la majorité des résultats de régulation hormonale, présentés ci-dessous, ont été 
obtenus dans ce système.  
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4.2.1- Inhibition de la synthèse des AIM par les auxines, l’acide salicylique et les 
gibbérellines  
La lignée C20D de C. roseus est dépendante de l’auxine pour sa culture. En condition 
d’entretien, elle est cultivée en présence de 4,5 μM d’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-
D) qui à cette concentration provoque l’inhibition complète de la biosynthèse des AIM 
(Mérillon et al., 1986). La privation du milieu de culture en 2,4-D, en début de cycle de 
culture, ne modifie pas la croissance des cellules pendant trois passages successifs (Mérillon 
et al., 1989 ; Arvy et al., 1994) et restaure la capacité des cellules à synthétiser des AIM 
(mesurée en dosant l’ajmalicine dans les cellules) qui s’accumulent à partir du 5ème jour de 
culture. Des études moléculaires ont montré que la levée d’inhibition (suppression du 2,4-D) 
s’accompagne de l’accumulation des transcrits des enzymes DXS, DXR, MECS et HDS de la 
voie MEP, ainsi que des transcrit codant l’enzyme G10H, première enzyme de la voie MTSI 
(Chahed et al., 2000 ; Veau et al., 2000 ; Papon et al., 2005 ; Oudin et al., 2007). Le 2,4-D 
n’agit pas seulement sur la biosynthèse des monoterpènes (voies MEP et MTSI) mais sur 
plusieurs enzymes impliquées dans d’autres voies de biosynthèse, comme la voie des indoles 
par exemple où une diminution de l’activité TDC a été mise en évidence (Noé et Berlin, 
1985). L’addition dans le milieu de culture d’une autre auxine, l’acide α- naphtalène acétique 
(ANA) dans la suspension cellulaire MP183L de C. roseus, entraîne également une inhibition 
rapide et temporaire de l’expression des gènes codant TDC et STR (Goddijn et al., 1992 ; 
Pasquali et al., 1992). Les auxines ont donc un effet pléiotrope dans les processus d’inhibition 
de la biosynthèse alcaloïdique car elles agissent principalement au niveau de la biosynthèse 
des précurseurs terpéniques et dans une moindre mesure au niveau de celle des précurseurs 
indoliques ainsi qu’au niveau de l’étape de condensation de ces précurseurs. Il est à noter que 
dans la souche C20D, les effets auxiniques ne s’exercent que sur certaines étapes de la 
biosynthèse du précurseur terpéniques des AIM. En outre, d’autres régulateurs modulent la 
synthèse des AIM dans cette souche. L’acide salicylique, inhibiteur de l’activité 
lipoxygénase, et l’acide gibbérellique inhibent fortement la synthèse d’ajmalicine induite par 
la suppression du 2,4-D (Gantet et al., 1998 ; Carpin et al., 1997). Au niveau de la plante 
entière l’effet inhibiteur des gibbérellines semble moins important (El Sayed et al., 2004) et 
des résultats contradictoires montrant un effet stimulateur de la production d’AIM par les 
gibbérellines ont été récemment obtenus (Jaleel et al., 2007 ; Srivastava et Srivastava, 2007).    
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4.2.2- Stimulation de la biosynthèse des AIM par les cytokinines, les jasmonates et l’éthylène 
Découvertes dans les années 1950, les cytokinines sont des phytohormones 
impliquées dans de nombreux processus de croissance et du développement ; elles s’opposent 
à la sénescence et régulent entre autres la multiplication cellulaire, la caulogénèse, la 
dominance apicale et la transmission de signaux nutritionnels (Mok et Mok, 2001). Dans la 
lignée C20D, diverses cytokinines, dont la BAP, la kinétine et en particulier la trans-zéatine, 
sont capables de stimuler, la synthèse des AIM induite par la suppression du 2,4-D (Kodja et 
al., 1989 ; Mérillon et al., 1989 ; Décendit et al., 1992). Cet effet activateur des cytokinines 
n’est observé que lorsqu’elles sont ajoutées au milieu en début de culture (du 1er au 4ème jour 
du cycle). L’augmentation de la production alcaloïdique est associée à une augmentation des 
transcrits codant DXS, DXR, MECS, HDS et G10H tandis que les niveaux de transcription 
des gènes codant HMGR, TDC et SLS ne sont pas affectés (Chahed et al., 2000 ; Papon et al., 
2005 ; Oudin et al., 2007) (Fig. 8). Les cytokinines entraînent également un flux calcique 
entrant (Mérillon et al., 1991) et des modifications nettes du profil protéique des cellules 
traitées (Ouélhazi et al., 1993). Les jasmonates dérivent de l’acide linolénique et 
interviennent dans la réponse à de nombreux stress, en particulier dans l’interaction plante-
pathogène où elles induisent de nombreuses réactions de défense et la synthèse de métabolites 
secondaires très variés (Sembdner et Parthier, 1993). L’ajout de méthyljasmonate (MeJa), 
dérivé volatile de l’acide jasmonique, au milieu de culture des suspensions cellulaires C20D 
induit une augmentation modérée de la synthèse alcaloïdique en présence de 2,4D, et une 
forte augmentation en absence de 2,4D. Dans cette souche, l’augmentation de la synthèse des 
AIM est corrélée à une stimulation spécifique de l’expression des gènes codant des enzymes 
assurant la synthèse du précurseur terpénique des AIM et incluant DXS, DXR, HDS et G10H 
(Papon et al., 2005 ; Oudin et al., 2007). Il est à noter que dans d’autres souches cellulaires 
(MP183L), cette stimulation peut également affecter l’expression des gènes codant la TDC, 
STR et SGD (Menke et al., 1999 : Geerlings et al., 2000). En outre, l’ajout d’inhibiteurs de la 
biosynthèse des jasmonates à des cellules de souche C20D productrices d’AIM (cultivées 
dans un milieu sans 2,4-D) inhibe la biosynthèse des AIM (Gantet et al., 1997, 1998). Une 
interprétation possible de cette régulation hormonale repose sur la synthèse de jasmonates 
endogènes induite par la suppression d’auxine dans le milieu ; il a de plus été établi que les 
jasmonates activent la synthèse de précurseurs alcaloïdiques en activant des facteurs de 
transcription de type ORCA (van der Fits et Memelink., 2000 ; 2001 ; Zhang et al., 2011). Le 
traitement au MeJa de plantules de C. roseus active également la production alcaloïdique 
(Aerts et al., 1994) en augmentant notamment les niveaux d’activité des enzymes TDC et 
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D4H (Vasquez-Flota et De Luca, 1998). Enfin, il a été montré que l’éthylène (sous forme 
d’éthéphon ou acide 2-chloroéthylphosphonique) stimule la production d’AIM dans les 
cellules de la lignée C20D préalablement induites par la suppression de 2,4-D (Yahia et al., 
1998). Cet effet synergique est associé, comme dans le cas des cytokinines, à une 
augmentation des niveaux de transcription des gènes DXS, DXR, MECS, HDS et G10H 
(Papon et al., 2005), qui suggère que la stimulation de la production alcaloïdique s’exerce 
majoritairement au niveau de la biosynthèse des dérivés terpéniques. Il est à noter enfin que 
dans la lignée C20D la privation d’auxine du milieu de culture est une condition sine qua 
none à l’induction de la biosynthèse des AIM et que l’éthéphon et les cytokinines stimulent de 
façon synergique cette synthèse d’AIM mais avec des cinétiques d’action différentes (Yahia 
et al., 1998). 
Ces cellules ont donc été utilisées pour la suite de ce travail afin d’effectuer les études 
de localisation subcellulaire des protéines, en particulier dans la souche CR6 lorsqu’un 
phénotype chlorophyllien était nécessaire, ou dans les souches C20D et CA avec une 
préférence pour cette dernière en raison d’une consistance très fluide facilitant la 
transformation.  
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Figure III-1: Transformation de cellules de C. roseus par biolistique et localisation subcellulaire d’enzymes 
par imagerie GFP in vivo.  
A. Représentation schématique du protocole utilisé pour la localisation subcellulaire d’enzymes par imagerie GFP 
in vivo. Cette démarche va du clonage des ADNc pleine longueur codant pour chaque enzyme en phase avec la 
séquence codante de la GFP, sous la dépendance du promoteur constitutif CamV35S, à l’observation au 
microscope à épifluorescence des protéines de fusion ainsi générées dans les cellules de C. roseus transformées 
par biolistique. B. Schémas du canon à particules BioRad-PDS1000. C. Schémas du microscope à épifluorescence 
Olympus BX51, et schémas d’un cube de fluorescence présentant le trajet optique des rayons d’excitation et 
d’émission, à travers les filtres d’émission, et d’excitation respectivement et le miroir dichroïque au centre du cube 
(cadre en bas à droite). 
Introduction  Partie III : Stratégie de localisation subcellulaire par imagerie GFP 
Thèse de Doctorat G. Guirimand      68 
Partie III : Stratégie mise en place pour l’étude exhaustive in vivo des localisations 
subcellulaires des enzymes de la voie de biosynthèse des AIM de Catharanthus roseus  
 
1- Localisation subcellulaire des enzymes de la voie de biosynthèse des AIM 
par imagerie GFP in vivo dans des cellules de C. roseus transformées par biolistique 
 
Dans le cadre de l’étude exhaustive des localisations subcellulaires des enzymes de la 
voie de biosynthèse des AIM de C. roseus, nous avons eu recours à une approche d’imagerie 
GFP in vivo. Cette stratégie consiste à cloner la séquence codante de chaque enzyme étudiée 
en phase avec la séquence codante d’une protéine fluorescente telle que la protéine de 
fluorescence verte (GFP, mgfp5*) ou un de ses variants de couleur (YFP, eyfp ; CFP, ecfp, ou 
mCherry, mcherry) sous la dépendance du promoteur constitutif CaMV35S, puis à 
transformer des cellules indifférenciées de C. roseus afin qu’elles expriment les protéines de 
fusion codées par ces constructions (Fig. III-1). Les cellules transformées exprimant ces 
protéines de fusion sont alors observées au microscope à épifluorescence et le compartiment 
subcellulaire dans lequel s’accumulent les protéines de fusion est identifié à l’aide de 
marqueurs spécifiques. Cette approche est tout à fait appropriée pour une étude exhaustive à 
grande échelle (une trentaine d’enzymes pour la voie des AIM) car elle a un coût relativement 
faible et ne nécessite pas l’obtention (souvent difficile) d’anticorps spécifiques de chaque 
enzyme. Cette approche présente également l’avantage d’être relativement rapide, le plus long 
étant la phase de clonage.  
 
1.1- Quelques notions générales sur les protéines fluorescentes  
1.1.1- La protéine de fluorescence verte ou GFP (Green Fluorescent Protein) 
La protéine de fluorescence verte encore appelée GFP (Green Fluorescent Protein) a 
été isolée dans la méduse Aequorea victoria au début des années 1960, et sa structure 
caractérisée 17 ans plus tard, à la fin des années 1970 (Shimomura et al., 1962 ; Shimomura 
1979 ; 2005). Cette protéine est localisée dans des photo-organes de la méduse et a la 
particularité d’émettre une fluorescence verte [λmaxem=509 nm (vert)] en réponse à une 
excitation lumineuse dans l’UV et dans le bleu [λmaxex=395 nm (UV) – 475 nm (bleu)] (Fig. 
III-2A et B). Dans les photo-organes d’A. victoria, la fluorescence de la GFP fait suite à un  
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Figure In-III-2: Caractéristiques générales de la GFP utilisée pour la localisation subcellulaire d’enzymes 
par imagerie GFP in vivo. A. Représentation schématique de la forme sauvage de  la protéine de GFP, montrant 
l’organisation des 11 brins β  en vert (gauche) ainsi que la conformation 3D du tonneau  β permettant de placer le 
chromophore en position centrale (centre) et spectres d’excitation (trait bleu) présentant deux pics (un pic majeur 
dans l’UV et un pic mineur dans le bleu) et d’émission (trait vert) (droite). B. Maturation autocatalytique 
(cyclisation suivie d’une oxydation) du tripeptide S65-Y66-G67 constituant le chromophore de la GFP sauvage; 
Aequorea victoria et sa couronne de photo-organes (tout à droite). C. Réaction de chimiluminescence impliquant 
le chromophore de la molécule d’aequorine dans les photo-organes de A. victoria lors de la fixation d’un ion Ca2+, 
conduisant à l’émission d’un photon bleu capable d’exciter la GFP à proximité immédiate. 
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processus de chimiluminescence impliquant le chromophore de la molécule d’aequorine (qui 
tient son nom d’Aequorea victoria, dans laquelle elle a été isolée). En effet, l’aequorine est 
capable de fixer du calcium (Ca2+) en présence d’oxygène (O2) et le chromophore qu’elle 
contient passe alors dans un état excité. Le retour à l’état fondamental du chromophore 
s’accompagne de l’émission d’un photon de haute énergie d’une longueur d’onde de 470 nm 
(bleu) provoquant l’excitation des molécules de GFP à proximité immédiate (Fig. III-2C). 
Bien qu’on ne connaisse pas exactement le rôle physiologique de la GFP dans les photo-
organes d’A. victoria, il a été proposé qu’elle agisse comme un donneur d’électron à l’instar 
de la chlorophylle du photosystème des plantes. 
Le clonage de la séquence codante de la GFP par l’équipe de Prasher au début des 
années 1990 a véritablement révolutionné la biologie cellulaire et moléculaire en permettant 
l’utilisation de la GFP comme outil de localisation subcellulaire de protéines in vivo via 
l’expression de protéines de fusion fluorescentes (Prasher et al., 1992 ; Cody et al., 1993 ; 
Chalfie et al., 1994). La GFP est une protéine de 238 acides aminés (26,9kDa), composée de 
11 brins β antiparallèles qui forment un tonneau β (Fig. III-2A). Les premières données 
concernant la structure 3D de la GFP, obtenues par cristallographie, ont montré que la 
structure et le repliement de ce tonneau β sont fondamentaux car cela permet la formation du 
chromophore de la GFP (Ormö et al., 1996 ; Yang et al., 1996 ; Brejc et al., 1997 ; Tsien 
1998). Ce chromophore est positionné au centre du tonneau β et est constitué par les chaînes 
latérales du tripeptide S65-Y66-G67 subissant un processus de maturation autocatalytique en 
présence d’O2 (Fig. III-2B ; Cody et al., 1993). La maturation autocatalytique du 
chromophore consiste en la cyclisation du tripeptide suivie de son oxydation (Heim et al., 
1994) entrainant la formation de doubles liaisons conjuguées, qui permettent de stocker 
l’énergie des photons absorbés (excitation) puis de libérer l’énergie sous forme de photon de 
longueur d’onde supérieure (émission) lors du retour à l’état fondamental du chromophore. 
Un des atouts majeurs de la GFP est en outre le fait que la fluorescence de cette protéine 
dépend uniquement d’une excitation lumineuse et ne nécessite aucun cofacteur (Chalfie et al., 
1994). Les propriétés spectrales d’excitation et d’émission du chromophore dépendent 
directement de la nature peptidique de celui-ci, et sur la base de cette observation les travaux 
de l’équipe de Tsien ont permis de générer, par différentes mutations de la séquence codante 
de la GFP sauvage, une multitude de variants de couleur qui sont autant d’outils utilisés à ce 
jour pour des études de localisation subcellulaire d’enzymes (Fig. III-3 ; III-4 ; III-5 ; Heim et 
al., 1994 ; Shaner et al., 2004). 
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Figure III-3: Elaboration et propriétés spectrales des différents variants de la GFP utilisés pour l’étude de 
localisation subcellulaire d’enzymes par imagerie GFP in vivo. A. et B. Carte des différentes mutations, et 
représentation des chromophores de chaque variant (cadres de droite) C. Spectres d’excitation et spectres 
d’émission respectifs de chaque variant.  
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Figure III-4: Modification des propriétés intrinsèques de la GFP sauvage par mutations génétiques. A. 
Suppression d’un intron cryptique par des mutations silencieuses permettant d’exprimer la GFP dans des cellules 
végétales. B. Mutant thermostable de GFP sauvage insensible aux problèmes de maturation de la protéine à 37°C. 
C. Modification du spectre d’excitation (augmentation du pic d’excitation dans le bleu) de la GFP sauvage par 
mutation. Le mutant mGFP5* ainsi obtenu est celui que nous avons utilisé dans ce travail de thèse; noter que le 
spectre d’émission n’est pas modifié. D. Variants « GFP-likes » rouges et oranges isolés plus récemment dans des 
coraux et anémones de mer (Renilla reniformis et Discosoma sp respectivement), venant ainsi compléter la 
gamme « arc-en-ciel » de protéines fluorescentes. 
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Figure III-5: Caractéristiques spectrales des différents variants de la GFP, des différents cubes de 
fluorescence et application à l’étude des localisations subcellulaires d’enzymes par imagerie GFP in vivo. A. 
Spectres d’excitation et d’émission des différents variants de la GFP. B. Exemples de filtres à bande passante 
(bandpass; haut) et à bande d’arrêt (longpass; bas). C. Propriétés spectrales de fluorophores couramment 
employés. D. Combinaisons de cubes de fluorescence utilisés en fonction des propriétés spectrales des 
fluorophores étudiés. E. Démarche de localisation subcellulaire d’enzymes par imagerie GFP in vivo, basée sur 
l’utilisation de marqueurs protéiques et application du principe de superposition (à gauche) ou d’exclusion (à 
droite) des signaux pour identifier le compartiment d’adressage de l’enzyme étudiée. 
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1.1.2- Les variants de la GFP 
La forme sauvage de la GFP (wt GFP) présentant cependant quelques inconvénients 
tels que des problèmes de maturation de la protéine liés à la température (37°C) ou au pH, de 
nombreux mutants ont été développés pour palier ces problèmes, ainsi que pour modifier les 
propriétés des spectres d’excitation et d’émission du chromophore et créer des variants de 
couleur (Fig. III-3 et III-4). De plus, certaines parties de la séquence codante de la GFP 
sauvage issue de la méduse étaient reconnues de façon erronée par les cellules végétales 
comme des introns, et l’épissage aberrant avait pour effet d’empêcher l’expression 
hétérologue de la GFP dans ces cellules (Hasseloff et al., 1997 ; Rouwendal et al., 1997). Les 
travaux du groupe d’Hasseloff ont finalement permis l’expression de la GFP dans des cellules 
végétales en modifiant la séquence nucléotidique par des mutations silencieuse (Fig. III-4A ; 
Hasseloff et al., 1999). Les travaux du groupe de Siemering ont quant à eux permis de 
modifier le spectre d’excitation de la wtGFP, en augmentant l’intensité du pic d’excitation 
maximale dans le bleu, permettant ainsi d’utiliser une excitation soit dans les UV, soit dans le 
bleu en fonction des applications, sachant qu’une excitation dans le bleu est préférable afin de 
s’affranchir des effets délétères des UV sur les cellules lors des observations au microscope 
(Fig. III-4C ; Siemering et al., 1996). Ce mutant de la GFP excitable dans les UV et dans le 
bleu, baptisé mGFP5*, est celui que nous avons utilisé pour notre étude. L’obtention de 
variants de couleur Yellow, Cyan et Blue (respectivement Jaune, Cyan et Bleu ; Fig. III-3 et 
III-5), permettant notamment de réaliser des co-localisations de protéines grâce aux 
différences spectrales de chacune, découle des modifications des spectres d’excitation et 
d’émission entrainées par des mutations des résidus du chromophore notamment (à 
l’exception de G67) de la GFP (Heim et al., 1995). Les variants rouge/orange (Fig. III-4D) 
n’ont pas été créés à partir de la wtGFP mais à partir de protéines « GFP-like » isolées dans 
des coraux et des anémones de mer (Renilla reniformis et Discosoma sp.), (Matz et al., 1999, 
2002, 2006 ; Shagin et al., 2004 ; Shaner et al., 2004, 2008). 
 
1.2- Imagerie GFP et localisation subcellulaire  
La GFP est une photoprotéine très stable, de faible poids moléculaire, non 
cytotoxique, et qui ne nécessite aucun cofacteur pour fluorescer (Chalfie et al. 1994) ce qui 
fait de cette protéine l’outil « idéal » pour étudier la localisation subcellulaire d’enzymes in 
vivo et ceci de façon dynamique. Le champ de possibilités qu’offre la GFP est immense et sa 
découverte, le développement de son application in vivo, et sa caractérisation menant au  
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Figure III-6: Les grandes figures de l’Histoire de l’imagerie GFP. A. Les co-détenteurs du prix 
Nobel de Chimie 2008 pour « la découverte et le dévelopement de la protéine de fluorescence verte »: 
O. Shimomura, M. Chalfie et R.Y. Tsien. B. L’arc-en-ciel de variants de la GFP. C. D.C. Prasher qui fut 
le premier à générer des protéines de fusion fluorescentes au début des années 1990. D. T. Kerppola, 
l’inventeur du BiFC.  
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développement de variants ont marqué un tournant majeur dans l’Histoire de la biologie 
cellulaire, conduisant à l’obtention du Prix Nobel de chimie 2008 par Shimomura, Chalfie et 
Tsien (Fig. III-6), liste de noms à laquelle celui de Prasher aurait pu être ajouté pour son rôle 
pionnier dans le domaine.  
 
1.2.1- Principe général de l’imagerie GFP  
La notion d’imagerie GFP regroupe plusieurs techniques de localisation utilisant les 
protéines fluorescentes, telles que la localisation subcellulaire d’enzymes (de façon statique 
et/ou dynamique), la caractérisation de promoteurs qui vise à déterminer la régulation spatio-
temporelle d’un promoteur (via l’étude des profils de fluorescence au sein d’organismes 
transformés par des constructions promoteur::GFP), ou encore la localisation d’ions à l’aide 
de sondes protéiques fluorescentes. 
Au milieu des années 1990, le groupe de Prasher a pour la première fois décrit 
l’utilisation de la GFP comme gène rapporteur dans l’étude de l’expression de gène chez 
Caenorhabditis elegans (Chalfie et al., 1994). L’approche de localisation subcellulaire par 
imagerie GFP ainsi établie consiste à déterminer la localisation d’une protéine au sein d’une 
cellule via l’expression transitoire (ou stable) d’une construction générant une fusion de la 
protéine à étudier à la GFP (Fig. III-1). Il existe une grande variété de techniques de 
transformation de cellules permettant l’expression des protéines de fusion, et notamment en 
biologie végétale les plus couramment utilisées sont la biolistique, l’agroinfiltration par les 
bactéries du genre Agrobacterium, ou encore l’utilisation de vecteurs viraux (tel que le virus 
de la mosaïque du tabac, TMV).  
La transformation transitoire des cellules présente l’avantage d’une analyse rapide (dès 
8 heures après transformation selon le type d’adressage) des patrons de fluorescence alors que 
l’obtention de lignées végétales stables requiert souvent plusieurs mois. Pour être valides, les 
profils de localisation subcellulaire doivent être observés dans un grand nombre de cellules 
(statistiquement significatif), ce qui implique souvent une optimisation du protocole de 
transformation des cellules (quelque soit la technique de transformation utilisée).  
Les protéines de fusion peuvent être observées selon différentes techniques : la 
microscopie confocale à balayage laser (basée sur l’utilisation d’un laser de longueur d’onde 
donnée) ou la microscopie à épifluorescence, moins onéreuse, plus facile d’accès et plus 
commode d’utilisation pour des études de localisation à haut débit (Fig. III-1). Les propriétés 
spectrales propres à chaque fluorophore impliquent l’utilisation de cubes de fluorescence 
spécifiques. Il est important de bien connaître les propriétés spectrales des différents  
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Figure III-7: Principaux avantages de l’imagerie GFP pour l’étude de localisation subcellulaire d’enzymes 
in vivo. A. L’approche d’imagerie GFP se prête bien à des études exhaustives à haut débit, car elle est simple à 
mettre en place, peu coûteuse et permet d’identifier clairement dans la plupart des cas le compartiment 
d’adressage de l’enzyme étudiée. B. Les résultats obtenus par imagerie GFP peuvent être affinés par 
immunolocalisation en MET (révélant ici une localisation des protéines de fusion au niveau des citernes médianes 
du Golgi) à l’aide d’un seul et unique anticorps anti-GFP. C. et D. L’imagerie GFP permet une étude dynamique 
in vivo à l’échelle des organites (C, déplacement d’une mitochondrie le long d’un stromule), tout comme à 
l’échelle protéique (D, étude dynamique de la voie de sécrétion des protéines dans des cellules COS grâce au 
système inductible température dépendant VSV-G-GFP).  
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fluorophores que l’on utilise, afin d’utiliser le cube de fluorescence le mieux adapté. Les 
cubes de fluorescence se composent d’un filtre d’excitation, d’un miroir dichroïque et d’un 
filtre d’émission (Fig. III-1 et III-5). On oppose généralement les cubes dits à bande d’arrêt, 
moins spécifiques mais permettant d’obtenir une forte intensité de signal, aux cubes dits à 
bande passante, hautement spécifiques au détriment de l’intensité du signal (Fig. III-5B). Les 
différentes combinaisons de cubes de fluorescence permettent l’observation séquentielle de 
différents fluorophores au sein d’une même cellule (Fig. III-5).  
 
1.2.2- Les avantages de l’imagerie GFP pour l’étude de localisation subcellulaire d’enzymes 
L’imagerie GFP présente de nombreux avantages pour l’étude de localisation 
subcellulaire d’enzymes. Un des avantages majeurs de cette approche réside dans sa 
simplicité de mise en œuvre, et dans son coût relativement peu élevé. L’imagerie GFP ne 
nécessite pas la purification de protéines recombinantes pour la production d’anticorps 
spécifique nécessaires pour les approches d’immunolocalisation. Cependant les deux 
approches peuvent se révéler complémentaires et dans le but d’affiner la localisation au 
niveau ultrastructural en microscopie électronique en transmission (MET), des 
immunomarquages à l’or colloïdal peuvent être réalisés à l’aide d’un seul et même anticorps 
anti-GFP pour toutes les protéines de fusion étudiées (Fig. III-7B ; Follet-Gueye et al., 2003). 
L’imagerie GFP constitue également un outil puissant qui se prête bien à des analyses 
systématiques à haut débit comme l’illustrent les travaux de Simpson et al. (2000), au cours 
desquels, sur 107 protéines de fusion analysées, plus de 80% ont présenté un profil de 
localisation subcellulaire clair ; 50 clones (soit 47%) se sont vu attribuer une fonction putative 
déterminée par analyse bioinformatique et la localisation de 75% de ces 50 clones était en 
accord avec les prédictions bioinformatiques. Enfin, pour les 57 clones (soit 53%) pour 
lesquels la fonction reste inconnue, les données de localisation constituèrent une première 
information pour l’étude de leur fonction (Fig. III-7A). L’imagerie GFP a aussi permis la 
(re)découverte des stromules, structures tubulaires très fines émanant des plastes (contraction 
des mots ‘stroma’ et ‘tubules’ ; Fig. III-7B ; III-8), très difficilement observables jusqu’alors, 
et dont l’existence et la morphologie ont plus tard été confirmées en MET (Köhler et Hanson 
2000). 
Le second atout majeur de l’imagerie GFP est qu’elle permet une étude dynamique des 
localisations subcellulaires et du devenir des protéines étudiées in vivo, ce qui n’est pas le cas 
des techniques d’immunolocalisation. Cette notion d’étude dynamique se retrouve également 
à l’échelle des organites comme illustré pour la cinétique de formation des stromules, le  
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Figure III-8: Exemples de marqueurs non-protéiques utilisés pour l’étude des localisations subcellulaires 
d’enzymes par imagerie GFP in vivo. Ces marqueurs peuvent être naturellement présents dans les cellules 
comme dans le cas de la chlorophylle, ou ajoutés à la préparation lors de l’observation (colorants chimiques). La 
spécifité de ces marqueurs est toutefois relative et justifie l’utilisation de marqueurs protéiques (Fig. III-9) plus 
spécifiques. 
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride)
Calcofluor
Mito Tracker
Mitochondrie:
Paroi pecto-cellulosique:
Noyau:
Chlorophylle a
Chloroplaste:
20 µm
20 µm
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déplacement des mitochondries le long des stromules (Fig. III-7C), la vitesse de déplacement 
des péroxysomes ou encore les flux cytoplasmiques. Des marqueurs protéiques de l’appareil 
de Golgi (STtmd-GFP) ou du réseau Golgi/ER (ERD2-GFP) de même que la mise au point de 
système de sécrétion thermo-inductible (construction VSV-G-GFP exprimée dans des cellules 
COS) ont également permis d’étudier finement les mécanismes de sécrétion des protéines par 
imagerie GFP in vivo. La construction VSV-G-GFP code pour la protéine virale du mutant 
ts045 température-dépendant (vesicular somatitis virus Ts045G protein) en fusion avec la 
GFP. A 40°C on assiste à la rétention des protéines dans le RE, tandis qu’un abaissement de 
la température du milieu de culture à une température de 32°C, entraîne le « redémarrage » de 
la sécrétion des protéines vers la membrane plasmique via l’appareil de Golgi, et leur 
itinéraire subcellulaire peut être suivi en temps réel par microscopie confocale, faisant de ce 
système thermo-inductible un outil très efficace pour l’étude des mécanismes de la voie de 
sécrétion in vivo (Fig. III-7D ; Hirschberg et al., 1998).  
 
1.2.3- La démarche de localisation subcellulaire par imagerie GFP  
Suite à l’expression des protéines de fusion dans les cellules transformées, la nature du 
compartiment où s’accumule la protéine est identifiée via l’utilisation de marqueurs 
spécifiques. La superposition ou l’exclusion des signaux émis respectivement par la protéine 
de fusion étudiée et le marqueur permet alors d’identifier le compartiment d’adressage (Fig. 
III-8 et III-9). 
 
1.2.3.1- Utilisation de marqueurs non protéique  
Afin de déterminer la localisation subcellulaire de la protéine étudiée on peut avoir 
recours à l’utilisation de molécules non protéiques, colorées ou fluorescentes, qui se localisent 
spécifiquement ou préférentiellement dans un compartiment subcellulaire (Fig. III-8). Après 
expression de la protéine de fusion, la nature du compartiment où s’accumule la protéine peut 
être identifiée via l’utilisation de ces marqueurs non protéiques. Ces marqueurs peuvent être 
naturellement présents dans les cellules (comme la chlorophylle par exemple, dont 
l’autofluorescence dans les UV ou le bleu constitue un marqueur naturel des chloroplastes) ou 
ajoutés à l’échantillon avant l’observation au microscope. La palette de marqueurs non 
protéiques disponibles commercialement est très large et couvre la quasi-totalité des 
compartiments subcellulaires (noyau= DAPI, Höechst 33258, DRAQ5… ; paroi cellulosique=  
calcofluor ; mitochondrie=Mitotracker ; RE=DiOC6 ; lysosomes= lysotracker…). Cependant, 
outre leur coût parfois élevé, la spécificité de certains d’entre eux est assez faible,  
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d’après Nelson et al., 2007
B
A
 
Figure III-9: Exemples de marqueurs protéiques utilisés pour l’étude des localisations subcellulaires 
d’enzymes par imagerie GFP in vivo. A. Représentations schématiques de 3 marqueurs protéiques (RE, plaste et 
péroxysome) et photographies de leur compartiment d’adressage respectif (droite). Ces marqueurs sont obtenus 
par fusion de la séquence d’adressage vers un compartiment d’une protéine de localisation connue à un variant de 
la GFP (différent de celui auquel est fusionné l’enzyme que l’on étudie). Dans certains cas, un motif de rétention 
dans le compartiment ciblé doit être ajouté, comme pour le marqueur du RE par exemple pour lequel l’ajout du 
motif de rétention HDEL permet son maintient dans le RE en empêchant sa sécrétion. B. Liste des marqueurs 
protéiques générés par le groupe de Nebenführ (University of Tennessee, USA) à partir de quatre variants de 
couleur de la GFP, disponibles dans le commerce (ABRC; http://www.arabidopsis.org).  
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et pour un bon nombre, ils nécessitent l’excitation dans l’UV, délétère pour les cellules, 
justifiant l’utilisation conjointe de marqueurs protéiques. 
 
1.2.3.2- Utilisation de marqueurs de nature protéique  
Les marqueurs protéiques de compartiment subcellulaire sont largement répandus, 
plusieurs sont disponibles dans le commerce ou dans des collections internationales (ABRC, 
http://www.arabidopsis.org). Ils sont généralement obtenus par fusion d’une séquence 
d’adressage vers un compartiment subcellulaire d’une protéine dont la localisation est connue 
à un variant de la GFP ayant des propriétés spectrales distinctes de la protéine fluorescente 
fusionnée à la protéine à localiser (Fig. III-9 ; Nelson et al., 2007). Dans certains cas, un motif 
de rétention dans le compartiment ciblé doit être ajouté, comme pour le marqueur du RE ; 
ainsi le tetrapeptide HDEL situé en position C-terminale d’une protéine permet son 
rapatriement vers le RE lorsqu’elle s’échappe du RE vers le début de la voie de sécrétion 
(appareil de Golgi). Enfin, dans le cas de compartiments pour lesquels la séquence 
d’adressage n’est pas connue, il est possible de fusionner la séquence codante complète d’une 
protéine adressée vers ce compartiment, comme nous l’avons fait par exemple pour générer le 
marqueur des plastoglobules, en clonant la séquence codante pleine longueur de l’enzyme 
CCD4, connue pour être localisée dans les plastoglobules. L’étude de localisation à l’aide de 
marqueurs protéiques est le plus souvent réalisée par co-expression des 2 constructions, 
marqueur et enzyme à étudier, au sein d’une même cellule, et de leur observation en 
épifluorescence à l’aide de 2 cubes de fluorescence différents, spécifiques de chaque 
fluorophore. L’utilisation de ces marqueurs protéiques permet en outre de palier la spécificité 
relative des marqueurs non protéiques et constitue une approche complémentaire de la 
précédente. A ce jour, une large gamme de marqueurs protéiques est disponible pour tous les 
organismes, permettant d’étudier l’adressage subcellulaire d’enzymes in vivo par imagerie 
GFP. Nous avons également créé nos propres marqueurs lorsque cela était nécessaire. 
 
1.2.4- Précautions  
L’utilisation de l’imagerie GFP pour l’étude des localisations subcellulaire d’enzymes 
nécessite néanmoins quelques précautions afin de ne pas aboutir à des interprétations erronées 
des localisations observées. 
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1.2.4.1- Masquage des signaux d’adressage 0,5 µm
d’après Carrie et al., 2009
A
B
C
d’après Sapir-Mir et al., 2008
Figure III-10: Principaux biais de 
localisation à éviter lors de l’étude de 
localisation subcellulaire d’enzymes in 
vivo par imagerie GFP. A. et B. 
Phénomènes de masquage de séquence 
d’adressage entrainant des biais de 
localisation nécessitant le clonage des 
enzymes à étudier à chaque extrémité 
(N-term et C-term) du fluorophore (A) 
ou le clonage du fluorophore au sein 
même de l’enzyme à étudier (B, fusion 
interne). C. Structures artefactuelles 
(OSER) générées par la surexpression 
de protéines membranaires (ou associées 
au réseau membranaire) du RE, 
entrainant un enroulement du RE sur 
lui-même.  
 
d’après Snapp et al., 2003 
IDI long IDI court PTS1 PTS1 
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L’organisation tridimensionnelle de fusion de la protéine étudiée à la GFP peut être à 
l’origine d’un phénomène de masquage des séquences d’adressage de la protéine susceptible 
d’entrainer des biais de localisation (Carrie et al., 2009). Il est donc nécessaire de réaliser 
différents types de fusion : le plus souvent à chaque extrémité (N-terminale et C-terminale) de 
la GFP, et dans certains cas on réalise également une fusion interne de la GFP au sein même 
de la protéine étudiée (Fig. III-10). De plus un grand nombre d’études de localisation 
subcellulaire ont été réalisées en fusionnant uniquement les séquences d’adressage, identifiées 
par analyse bioinformatique des enzymes étudiées, et non leurs séquences pleine longueur. 
L’absence de la totalité de la protéine d’intérêt dans la fusion est susceptible d’entrainer des 
biais de localisation (Fig. III-10A ; Carrie et al., 2009 ; Millar et al., 2009). 
Les 2 isoformes d’Isopentenyl diphosphate Isomerases (IDI) d’A. thaliana illustrent 
bien les biais d’adressage liés à des phénomènes de masquage de séquence d’adressage : tout 
d’abord un peptide d’adressage ambiguë « plaste/mitochondrie » a été identifié en 5’ des 
ADNc des 2 isoformes d’IDI (IDI1 étant majoritairement adressée aux plastes et IDI2 
majoritairement mitochondriale) incluant également une localisation cytoplasmique causée 
par un épissage des transcrits (Phillips et al., 2008b). Or les travaux de Sapir-Mir et al. (2008) 
ont permis de montrer grâce à des expériences de fusion interne de la GFP que la localisation 
cytoplasmique précédemment observée était un artefact de localisation causé par le masquage 
de signaux d’adressage aux péroxysomes (PTS1) à l’extrémité C-terminale des 2 isoformes 
courtes (Fig. III-10B). 
 
1.2.4.2- Structures artéfactuelles causées par la surexpression des protéines 
La surexpression de protéines au sein d’un organite ou de protéines associées à des 
membranes peut également entraîner la formation de structures artéfactuelles. L’exemple des 
OSER (Organized Smooth ER) rapporté par les travaux de Snapp et al. (2003) illustre 
parfaitement ce phénomène. Les OSER (à ne pas confondre avec les citernes dilatées du RE, 
impliquées dans le stockage de protéines) sont des structures artéfactuelles engendrées par les 
interactions faibles s’établissant entre les protéines surexprimées dans la membrane du RE (ou 
associées à la membrane du RE) qui entrainent un enroulement du RE sur lui-même (Fig. III-
10C).  
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Figure III-11: Représentation schématique du principe du FRET (Förster Resonance Energy Transfer). A. 
Principe général du FRET appliqué à l’étude d’interactions protéiques in vivo; chacun des deux partenaires 
protéiques est fusionné à un fluorophore différent (donneur CFP, et accepteur YFP), en cas d’interaction protéique 
entre les partenaires le rapprochement des deux fluorophores permet le transfert d’énergie (photon) du donneur 
vers le receveur. B. Exemple de sonde protéique (type caméléon) utilisant le principe du FRET pour l’étude de la 
localisation d’ions Ca2+ in vivo. Cette sonde protéique contient une molécule de calmoduline dont le changement 
de conformation 3D lors de la fixation du Ca2+ entraine le rapprochement des deux fluorophores 
donneur/accepteur. D’après Miyawaki et al., (1997)C. Spectres d’excitation et d’émission du couple 
donneur/accepteur (CFP/YFP) précédemment cité. Noter la contigüité du spectre d’émission du donneur (CFP) 
avec le spectre d’excitation du receveur (YFP) permettant le FRET. 
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2- Etude in vivo des interactions potentielles entre les enzymes de la voie de biosynthèse 
des AIM dans les cellules de C. roseus par reconstitution de fluorophore (BiFC) 
Pour affiner notre connaissance de l’organisation subcellulaire de la voie de 
biosynthèse des AIM de C. roseus, nous avons étudié, conjointement à la localisation 
subcellulaire des enzymes de cette voie, les interactions potentielles entre ces enzymes. Avant 
que ne débute ce travail de thèse, nous ne disposions que de très peu de données concernant la 
structure quaternaire des enzymes de la voie. La formation de dimère de l’enzyme TDC a été 
observée in vitro, sans preuve expérimentale générée in situ (Fernandez et al., 1989 ; 
Pennings et al., 1989). Dans cette optique nous avons eu recours à une approche permettant 
l’étude in vivo des interactions protéiques entre enzymes par reconstitution de fluorophore ou 
BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation) dans des cellules transformées de C. 
roseus. 
 
2.1- Présentation et principe du BiFC 
Les techniques d’imagerie GFP peuvent être en effet mises à profit pour l’étude et la 
caractérisation d’interactions protéiques. Le principe de transfert d’énergie par résonance de 
Förster ou FRET (Förster Resonance Energy Transfer aussi connu sous le nom de 
Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Fig. III-11) décrit en 1948 par le physicien 
allemand Förster, puis appliqué plus tard à l’imagerie GFP a rendu possible l’étude des 
interactions protéiques in vivo (Förster, 1948). Cette technique s’appuie sur les différences 
spectrales de deux variants de la GFP, le plus souvent la CFP et la YFP, et consiste à co-
exprimer les partenaires de l’interaction potentielle fusionnés chacun à l’un des deux variants. 
Le pic d’émission de la CFP étant contigüe au pic d’excitation de la YFP, cette dernière est 
potentiellement « excitable » par les photons émis par la CFP à condition d’en être 
suffisamment proche (d<10nm). Cette dernière condition constitue une limite de cette 
technique car on risque de ne pas détecter une interaction si des contraintes spatiales éloignent 
les partenaires. 
Au début des années 2000, une nouvelle technique d’imagerie GFP dédiée à l’étude 
des interactions protéiques in vivo est apparue sur la base des travaux de l’équipe de 
Kerppola: le BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation), (Hu et al., 2002 ; Hu et 
Kerppola, 2003 ; Paulmurugan et Gambhir, 2003 ; Bracha-Drori et al., 2004 ; Walter et al., 
2004 ; Zhang et al., 2004 ; Citovsky et al., 2006, 2008). Le BiFC est une technique simple 
d’étude d’interactions entre protéines in vivo et constitue un outil puissant car il apporte une 
double information en permettant d’établir si deux protéines (enzymes) interagissent ou non,  
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d’après Hu et al., 2002
d’après Hu et Kerppola, 2004
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Figure III-12: Principe du 
BiFC (Bimolecular 
Fluorescence 
Complementation) , technique 
d’imagerie GFP dédiée à 
l’étude des interactions 
interprotéiques in vivo.  
A. Séquence codante de la YFP 
partagée en deux sous-domaines 
de tailles inégales (hémi-YFP) 
non fluorescents qui après 
interaction des partenaires 
auxquels ils sont fusionnés (B) 
assureront la reconstitution d’un 
fluorophore fonctionnel. C. 
Noter la similarité des spectres 
d’émission et d’excitation du 
fluorophore reconstitué avec 
ceux du fluorophore d’origine 
(YFP pleine longueur).  
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et de localiser dans quel compartiment subcellulaire cette interaction potentielle a lieu. Le 
principe du BiFC repose sur la division d’un fluorophore de type GFP en deux sous-domaines 
non fluorescents, la fusion de ces domaines à l’un ou l’autre des partenaires potentiels, qui, 
après interaction, assureront la reconstitution d’un fluorophore fonctionnel (Fig. III-12A et B). 
Le BiFC a été initialement développé à partir de la séquence codante de la YFP partagée en 
deux sous-domaines de tailles inégales (hémi-YFP ou « split-YFP ») puis rapidement adaptée 
sur les variants GFP et CFP (Fig. III-12A ; Hu et al., 2002 ; Citovsky et al., 2006). Lorsqu’ils 
sont co-exprimés, ces deux hémi-fluorophores ne sont pas capable de se réassocier 
spontanément et ont donc la particularité de ne pas fluorescer. Dans le cas de l’étude d’une 
interaction protéique, un des partenaires protéiques potentiels est fusionné au sous-domaine 
N-terminale de la YFP (YFPN) et l’autre partenaire protéique est fusionné au sous-domaine C-
terminale (YFPC). Si la topologie est favorable, l’interaction des partenaires protéiques 
favorise la reconstitution d’un fluorophore fonctionnel. Les propriétés spectrales 
(excitation/émission) du fluorophore reconstitué par BiFC sont identiques à celles du 
fluorophore d’origine bien que l’intensité d’émission soit plus faible (Fig. III-12C). Afin de 
produire les protéines de fusion « partenaire/hémi-fluorophore » on introduit la séquence 
codante des protéines en 5’ ou en 3’ de la séquence codante du sous-domaine YFPN ou YFPC 
(Fig. III-13A) puis on co-transforme de façon transitoire des cellules avec chaque paire de 
fusion. Le BiFC est compatible avec l’utilisation de marqueurs (protéiques ou non protéiques) 
et permet également de localiser le compartiment subcellulaire où a lieu l’interaction. De plus, 
la co-transformation avec un marqueur est une garantie supplémentaire car elle permet de 
détecter les cellules transformées (en général on a un rendement de co-transformation 
supérieur à 90%) en cas d’absence d’interaction (contrôle positif de transformation). Cet outil 
très puissant a toutefois quelques limites, notamment le temps nécessaire pour la maturation 
du fluorophore reconstitué est très long (t1/2=3000 s) ce qui limite considérablement l’étude de 
la dynamique des interactions interprotéiques in vivo par cette approche. De même le 
fluorophore reconstitué est très stable ce qui rend impossible l’étude des dissociations des 
partenaires protéiques. Enfin, une étude exhaustive des possibilités d’interaction exige un 
nombre important de transformation car il est impératif de tester toutes les combinaisons de 
fusion (18, incluant les fusions en position N-terminale ou C-terminale de chaque hémi-
fluorophore, et les fusions interne de ces derniers au sein de la séquence codante de l’enzyme 
étudiée ; Citovsky et al., 2008) sans oublier d’inclure les contrôles négatifs (hémi-
fluorophores seuls) pour chaque contexte de fusion.  
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Figure III-13: Impératifs et limite du BiFC. A. Il est impératif de tester toutes les combinaisons possibles de 
fusion des partenaires potentiels aux hémifluorophores, afin de contourner d’éventuels problèmes liés à 
l’inaccessibilité des domaines protéiques impliqués dans l’interaction ainsi que des problèmes de masquage de 
séquence d’adressage, qui dépendent très souvent du contexte de fusion. B. Evaluation de la part de bruit de fond 
générée par chaque construction en mesurant l’intensité de fluorescence relative pour chaque couple contrôle 
négatif en fonction de la quantité de vecteurs utilisée lors des transformations. Cette procédure a pour objectif de 
déterminer la concentration maximale de plasmide ne générant pas d’associations aspécifiques. C. Le temps 
nécessaire à la maturation du fluorophore reconstitué est très long (t1/2=3000 s) ce qui limite considérablement 
l’étude de la dynamique des interactions interprotéiques in vivo par cette approche.  
d’après Ozalp et al., 2005
d’après Kerppola, 2008
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2.2- Mise en œuvre et précautions d’usage 
2.2.1-Tester obligatoirement toutes les combinaisons possibles 
Il est indispensable de procéder à un test exhaustif de toutes les combinaisons 
possibles avant de conclure à l’absence d’interaction interprotéique par BiFC (Fig. III-13A). 
En effet, il faut vérifier toutes les topologies de partenaires pour écarter les problèmes 
engendrés par l’inaccessibilité des domaines protéiques impliqués dans l’interaction et les 
problèmes de masquage de séquence d’adressage, qui dépendent très souvent du contexte de 
fusion (tout comme nous l’avons évoqué pour l’imagerie GFP classique). 
 
2.2.2- Optimiser les conditions d’étude 
Il est important d’évaluer la part de « bruit de fond » générée par chaque construction, 
c'est-à-dire la proportion de fluorophore reconstitué par l’association directe des hémi-
fluorophores sans l’intervention des partenaires protéiques. On l’estime en mesurant 
l’intensité de fluorescence obtenue avec un couple d’hémi-fluorophores non-fusionnés aux 
partenaires protéiques. Le « bruit de fond » augmente en fonction de la quantité d’hémi-
fluorophore exprimée, qui dépend notamment de la quantité de vecteurs utilisée lors des 
transformations (Fig. III-13B). Il s’agit donc d’utiliser une quantité de vecteur dans les 
expériences de BiFC ne générant pas d’associations aspécifiques (Ozalp et al., 2005). 
 
2.2.3- Valider les interactions potentielles  
Enfin, à temps de pose égal lors de la capture du signal de fluorescence, l’observation 
et éventuellement la mesure de l’intensité de fluorescence générée par chaque association 
permet de conclure au sujet de la spécificité d’interaction des partenaires étudiés, comme 
illustré dans l’étude de l’homodimérisation de bZIP63 par l’équipe de Walter où seul 
l’homodimère bZIP63 permet d’observer un signal (Walter et al., 2004). 
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Résultats et Discussion 
 
Dans le contexte de l’établissement d’une cartographie intégrée de l’organisation de la 
voie de biosynthèse des AIM chez C. roseus, mon travail s’est plus particulièrement focalisé 
sur l’étude de la localisation subcellulaire des protéines et dans une moindre mesure sur 
l’étude de la répartition tissulaire de leurs transcrits. Le choix de la stratégie de localisation 
utilisée s’est donc porté sur des approches de fusion des enzymes à des protéines 
fluorescentes, dans la mesure où ceci permet d’envisager assez facilement une approche 
systématique. Comme il a été évoqué précédemment dans ce manuscrit, l’étude de la 
localisation subcellulaire des enzymes de la voie de biosynthèse des AIM de C. roseus avait 
été engagée par ce type de techniques, avant mon arrivée au laboratoire, notamment dans le 
cadre du stage de DEA de S. Mahroug (Mahroug, 2003). Dans ce contexte, l’utilisation d’A. 
tumefasciens comme vecteur de transfert des séquences codantes entraînait l’apparition de 
fluorescence parasite empêchant d’observer les localisation subcellulaires des protéines de 
fusion. Pour s’affranchir de cet obstacle, l’emploi de la biolistique, qui consiste en un 
bombardement de cellules végétales par des microbilles de métal porteuses des séquences 
ADN à exprimer (Klein et al., 1988), peut s’avérer être une alternative de premier ordre dans 
la mesure où elle ne provoque pas de réactions de défense visibles des cellules. Cette 
technique, employée depuis une quinzaine d’année chez C. roseus (van der Fits et Memelink, 
1997) a de plus été utilisée avec succès pour la transformation de cellules de C. roseus tant 
stable (Courdavault et al., 2005a ; Papon et al., 2005 ; Montiel et al., 2007) que transitoire 
(Sibéril et al., 2001). L’approche de biolistique fut donc retenue pour la poursuite de ce projet 
d’abord dans le cadre de mon stage de M2R, puis tout au long de ce travail de thèse, dans le 
but de réaliser la cartographie exhaustive des enzymes de la voie de biosynthèse des AIM de 
C. roseus par des approches de fusion à des protéines fluorescentes. Dans ce contexte, la 
section Résultats et Discussion de ce manuscrit est subdivisée en quatre chapitres décrivant 
successivement la mise au point de la technique de transformation par biolistique et son 
application à la localisation subcellulaire des étapes précoces de la biosynthèse (correspondant 
aux étapes se déroulant dans le PAPI) puis des étapes intermédiaires (assimilables aux étapes 
prenant place au sein des épidermes) et enfin des étapes terminales assurant la synthèse de la 
vindoline (se déroulant au sein des laticifères/idioblastes in planta). Ces quatre chapitres 
seront présentés sous la forme d’articles publiés dans des revues internationales à comité de 
lecture ou pour l’un d’entre eux sous la forme d’un article rédigé mais non encore soumis :
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- Chapitre I : Optimisation du protocole de transformation transitoire de cellules de 
Catharanthus roseus par biolistique pour l’étude de la localisation subcellulaire des 
enzymes de la voie de biosynthèse des Vinca alcaloïdes par imagerie GFP. 
 
Ce chapitre décrit l’optimisation de la technique de transformation des cellules de C. 
roseus par biolistique constituant le pré-requis à une étude exhaustive de localisation 
subcellulaire, et l’application de cette technique à la localisation de deux enzymes de la voie 
de biosynthèse des AIM : HDS appartenant à la voie MEP, ce qui a permis de compléter les 
résultats précédemment publiés par Oudin et al. (2007) et G10H, première enzyme de la voie 
des MTSI, dont la localisation n’était pas connue à l’époque. Ce travail, initié durant mon 
stage de M2R et poursuivi durant la première année de ma thèse, a été publié dans la revue 
Plant Cell Reports :  
Optimization of the transient transformation of Catharanthus roseus cells by particle 
bombardment and its application to the subcellular localization of 
hydroxymethylbutenyl 4-diphosphate synthase and geraniol 10-hydroxylase.  
Plant Cell Reports (2009) 28: 1215-1234.   
        
- Chapitre II : Compartimentalisation cellulaire et subcellulaire des étapes précoces de la 
voie de biosynthèse des AIM de Catharanthus roseus : localisation des enzymes de la 
voie MEP. 
 
Ce chapitre décrit la localisation cellulaire et subcellulaire des enzymes de voie MEP de 
C. roseus (9 enzymes correspondant à 8 étapes), à l’interface du métabolisme primaire et 
secondaire en produisant l’IPP et le DMAPP incorporé aussi bien dans des pigments 
photosynthétiques que dans le précurseur terpénique des AIM. Ce travail, démontrant pour la 
première fois une sous-compartimentalisation spécifique des enzymes au sein des plastes, est 
présenté sous la forme d’un article non encore soumis et titré :  
Methyl Erythritol Phosphate pathway subcellular localization: from plastids (stroma, 
stromules, plastoglobuli) to mitochondria and peroxisomes, a continuing journey 
  
- Chapitre III : Compartimentalisation cellulaire et subcellulaire des étapes centrales de 
la voie de biosynthèse des AIM de Catharanthus roseus : mise en place d’un 
mécanisme défense par « bombe nucléaire à retardement ».  
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Ce chapitre compile les résultats relatifs à l’organisation des étapes intermédiaires de la 
voie de biosynthèse au sein des épidermes. Il décrit, en particulier, la localisation 
différentielle de STR et de SGD, enzymes catalysant respectivement la synthèse de la 
strictosidine, premier AIM formé et sa déglucosylation, aboutissant à la mise en place d’un 
mécanisme de défense contre de potentiels agresseurs via des réactions de réticulation de 
protéines. De façon subséquente, ce chapitre illustrera l’organisation cellulaire et 
subcellulaire des étapes de synthèse de la strictosidine situées en amont de STR afin de 
compléter le modèle d’organisation des étapes épidermiques de synthèse des AIM. Ces 
résultats seront donc présentés successivement via deux articles : 
1/  Strictosidine activation in Apocynaceae: towards a "nuclear time bomb"?  
BMC Plant Biology (2010) 10:182. 
 
2/ The subcellular organization of strictosidine biosynthesis in Catharanthus roseus 
epidermis highlights several trans-tonoplast translocations of intermediate metabolites. 
FEBS Journal (2011) 278:749-763. 
 
- Chapitre IV : Compartimentalisation cellulaire et subcellulaire des étapes terminales de 
la voie de biosynthèse des AIM de Catharanthus roseus : localisation des enzymes 
impliquées dans la synthèse de vindoline au sein des feuilles. 
 
Ce dernier chapitre présenté sous forme d’article publié se focalisera sur la 
localisation des enzymes de la voie de biosynthèse de la vindoline depuis la tabersonine, se 
déroulant successivement au niveau de l’épiderme puis des laticifères/idioblastes: 
Spatial organization of the vindoline biosynthetic pathway in Catharanthus roseus.  
Journal of Plant Physiology (2011) 168: 549-557. 
 
Une dernière partie des résultats de ce travail, obtenus dans le cadre de la collaboration visant 
à caractériser une partie de l’organisation subcellulaire de la voie MVA de C. roseus, seront 
également présentés dans l’annexe de ce manuscrit :  
Peroxisomal localisation of the final steps of the mevalonic acid pathway in planta.  
Planta (2001) in press    
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Article 1 : 99 
Optimization of the transient transformation of Catharanthus roseus cells by particle 
bombardment and its application to the subcellular localization of hydroxymethylbutenyl 4-
diphosphate synthase and geraniol 10-hydroxylase. 
Plant Cell Reports (2009) 28: 1215-1234.   
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Chapitre I 
 
Optimisation du protocole de transformation transitoire de cellules de 
Catharanthus roseus par biolistique pour l’étude des localisations 
subcellulaires des enzymes de la voie de biosynthèse des Vinca 
alcaloïdes par imagerie GFP 
 
Présentation et synthèse des résultats 
Comme nous l’avons évoqué précédemment dans ce manuscrit, l’état des 
connaissances relatives à la compartimentalisation subcellulaire des enzymes de la voie de 
biosynthèse des AIM anticancéreux de C. roseus était très peu avancé avant que ne débute ce 
travail de thèse. Ainsi, en 2007, sur la vingtaine de gènes alors clonés, les localisations 
subcellulaires de seulement trois enzymes avaient été caractérisées in vivo, à savoir l’enzyme 
STR localisée dans la vacuole par une approche immunocytochimique couplée à la 
microscopie électronique en transmission (McKnight et al., 1991), l’enzyme HDS localisée 
dans le stroma des plastes par la même technique (Oudin et al., 2007) et SGD associée au 
réticulum endoplasmique via une technique cytochimique (Geerlings et al., 2001). Alors que 
ce travail de thèse avait débuté, la localisation de PRX1 dans la vacuole avait été établi par 
fusion de l’enzyme à une protéine fluorescente (Costa et al., 2008). De ce fait, le manque de 
données de localisation subcellulaire générée in vivo d’une part, et le grand nombre de 
contradictions et/ou d’incohérences entre les prédictions bioinformatiques d’adressage et les 
données de la littérature ont fortement motivé une (ré)-évaluation exhaustive des localisations 
subcellulaires des enzymes de la voie de biosynthèse des AIM dans les cellules de C. roseus 
par des approches in situ. Pour y parvenir nous avons eu recours à une stratégie de 
localisation subcellulaire par imagerie GFP, en clonant les ADNc codant chaque enzyme en 
phase avec la séquence codante de protéines fluorescentes incluant la GFP (mgfp5*) ou ses 
variants comme la YFP, puis en transformant des cellules de C. roseus à l’aide des 
constructions ainsi générées, afin d’exprimer transitoirement les protéines de fusion pour 
identifier leur localisation subcellulaire en microscopie à épifluorescence. Cette approche se 
prête bien à une étude exhaustive car elle est relativement peu coûteuse et permet de 
s’affranchir de l’obtention souvent difficile d’anticorps spécifiques de chaque enzyme. Les 
premiers travaux de localisation subcellulaire des enzymes de la voie des AIM par imagerie 
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GFP, initiés lors du DEA de Samira Mahroug en 2003, ayant montré les limites de 
l’utilisation d’Agrobacterium comme vecteur de transgénèse dans les feuilles de C. roseus, 
nous ont conduits à utiliser la biolistique pour effectuer les transformations de cellules. En 
effet, la biolistique n’entraîne pas ou que très peu de réactions de défense visibles des cellules, 
et permet la transformation de cellules aussi bien de façon transitoire que stable. Toutefois, le 
protocole de transformation de cellules de C. roseus par biolistique employé au laboratoire 
avant le début de ce travail (Sibéril et al., 2001 ; Montiel et al., 2007), ne permettait de 
générer qu’un relativement faible nombre de cellules transformées, or la validation d’un profil 
de localisation subcellulaire nécessite l’observation de celui-ci dans un grand nombre de 
cellules. Mon travail a donc consisté dans un premier temps à optimiser la technique de 
transformation transitoire de cellules de C. roseus par biolistique afin d’étudier, dans un 
second temps, la localisation subcellulaire des enzymes de la voie de biosynthèse des AIM 
par imagerie GFP. Au cours de la phase d’optimisation du protocole de transformation des 
cellules de C. roseus par biolistique nous avons testé une quinzaine de paramètres de façon 
à déterminer les conditions permettant d’obtenir une efficacité de transformation transitoire 
maximale des cellules. Trois phases principales de ce protocole ont ainsi été analysées : 1- la 
préparation des microbilles, 2- la préparation des cellules, et enfin 3- leur bombardement, en 
mesurant pour chaque paramètre testé l’efficacité relative de transformation des cellules. Pour 
ce faire, des cellules de la souche CA ont été bombardées avec le plasmide pCAMBIA 1302 
(Cambia, Canberra, Australie ; GenBank AF234298) exprimant la GFP seule et les cellules 
fluorescentes ont été dénombrées dans chaque condition. A titre d’exemple, nous avons pu 
montrer l’effet néfaste de la sonication sur l’intégrité de l’ADN adsorbé à la surface des 
microbilles, l’influence de la nature des microbilles utilisées (Tungstène ou Or, et diamètre 
des particules), l’importance du stade de développement des cellules ainsi que la composition 
en hormone du milieu de culture lors de la préparation des tapis cellulaires, sur l’efficacité de 
transformation. Les paramètres physiques du tir tels que la distance parcourue par les 
microbilles comparée à la force de propulsion de celles-ci (déterminée par valeur du disque de 
rupture) ainsi qu’au vide régnant dans l’enceinte du canon ont également été étudiés. Au final 
le protocole optimisé a permis une augmentation d’un facteur 12 du nombre de cellules 
exprimant de façon transitoire la GFP par tapis cellulaire bombardé (2075 ± 59) 
comparativement au protocole original (173 ± 4). Ce protocole optimisé est également 
compatible avec l’utilisation d’autres souches de cellules de C. roseus telles que la souche 
non chlorophyllienne C20D (augmentation d’un facteur 12, 1984±47 vs 158±11) ou la souche 
chlorophyllienne CR6 (augmentation d’un facteur 8, 1014 ±21 vs 84 ±3), et permet également 
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de transformer des cellules épidermiques de jeunes feuilles de C. roseus de façon efficace. Ce 
protocole optimisé permet ainsi de générer un nombre élevé de cellules transformées 
transitoirement ce qui représente un réel avantage pour facilement visualiser et confirmer les 
patrons de fluorescence de protéines de fusion avec la GFP. Dans la suite de ce manuscrit, 
l’ensemble des transformations transitoires de cellules de C. roseus dédiées à l’étude de la 
localisation subcellulaire d’enzymes de la voie de biosynthèse des AIM par imagerie GFP 
seront réalisées sur la base de ce protocole optimisé.  
Dans un second temps, afin de valider notre stratégie de localisation subcellulaire par 
imagerie GFP dans des cellules indifférenciées de C. roseus, la localisation subcellulaire de la 
protéine de fusion HDS-GFP a été comparée aux résultats d’immunolocalisation de HDS dans 
le stroma des plastes de C. roseus (Oudin et al., 2007). Après le clonage de la séquence 
codante de HDS dans le plasmide pCAMBIA 1302 en phase avec la séquence codante de la 
GFP, des cellules chlorophylliennes de la souche CR6 de C. roseus ont été transformées 
transitoirement par biolistique, selon le protocole optimisé, avec la construction HDS-GFP. 
De plus, pour contourner la présence de résidus supplémentaires issus du site de multi-
clonage du pCAMBIA 1302 et ajoutés à l’extrémité N-terminale des protéines de fusion 
correspondante, le plasmide pSCA-cassette-GFP/YFPi a été produit, permettant le clonage 
d’une séquence codante en 3’ ou en 5’ de celle de la protéine fluorescente et résultant dans ce 
dernier cas en l’expression d’une protéine de fusion démarrant par sur son propre codon 
d’initiation de la traduction. Quelque soit le vecteur utilisé, la parfaite co-localisation du 
patron de fluorescence de HDS-GFP avec l’autofluorescence de la chlorophylle dans les 
plastes étant en accord avec les résultats préalablement obtenus (Oudin et al., 2007), 
l’efficacité de l’emploi de l’imagerie GFP via l’expression transitoire de protéines de fusion 
par biolistique dans des cellules indifférenciées de C. roseus a été ainsi confirmée. De plus 
l’utilisation de cette approche nous a permis d’identifier de fines structures filamenteuses 
(protubérances tubulaires remplies de stroma) appelées stromules émergeant des plastes qui 
jusqu’ici était passées inaperçues en microscopies photonique ainsi qu’électronique du fait de 
leur diamètre très réduit (quelques dizaines de nm seulement). La présence de ces stromules in 
planta a ensuite pu être mise en évidence au niveau des plastes des cellules spécialisées du 
PAPI en réexaminant les coupes ultra-fines de jeunes feuilles immunomarquées à l’aide de 
l’anticorps anti-HDS spécifique. La fiabilité de la technique ayant été validée dans les cellules 
de C. roseus, nous avons parallèlement procédé à la (co)-transformation de cellules à l’aide de 
différents marqueurs protéiques couplés à des variants de la GFP tels que la YFP, et des 
colorants non protéiques (DAPI et calcofluor) ont également été utilisés, afin d’évaluer notre 
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capacité à identifier et discriminer différents compartiments subcellulaires dans une même 
cellule à l’aide des différentes combinaisons de filtres disponibles au laboratoire. 
Enfin, fort de la validation complète de notre approche (protocole de transformation 
optimisé, stratégie valide de localisation in vivo par imagerie GFP et capacité d’identifier 
clairement différents compartiments), nous avons étudié la localisation subcellulaire de la 
G10H première enzyme dédiée à la voie des monoterpènes sécoiridoïdes (MTSI), considérée 
comme une étape limitante dans la biosynthèse des AIM de C. roseus. Cette enzyme, de la 
famille CYP450 ayant été co-purifiée avec le réseau de membranes internes par centrifugation 
sur gradient de densité a ainsi été considérée comme étant localisée au niveau du tonoplaste 
(Collu et al., 2001 ; van der Heijden et al., 2004). Toutefois, l’analyse bioinformatique de la 
séquence codante de G10H à l’aide de logiciels de prédiction d’adressage (PSORT et 
Predotar) a révélé une très forte probabilité d’adressage de cette enzyme au réticulum 
endoplasmique, également en accord avec la présence d’une hélice d’ancrage à ce 
compartiment (20 premiers résidus) à l’extrémité N-terminale de l’enzyme, identifiée à l’aide 
du logiciel de prédiction d’hélices transmembranaires TMHMM. Via l’utilisation de notre 
approche, la localisation prédite de G10H au réticulum endoplasmique a été confirmée grâce à 
une parfaite colocalisation du signal G10H-GFP avec le signal du marqueur protéique 
spécifique du RE (YFP-HDEL). De plus, la fonctionnalité ainsi que le caractère nécessaire et 
suffisant de l’hélice d’ancrage ont été confirmés par des expériences de fusion/délétion des 20 
premiers résidus de l’enzyme. Enfin, la co-transformation de cellules de C. roseus à l’aide des 
constructions G10H-GFP et HDS-YFP nous a permis d’observer un contact très étroit entre 
les stromules et le RE qui pourrait servir à faciliter le transport de métabolites (comme le 
géraniol) issus de la voie MEP pour alimenter la voie MTSI dans la mesure où l’un des rôles 
supposés des stromules serait d’augmenter considérablement la surface d’échange entre les 
plastes et les autres organites.  
L’ensemble de ces résultats nous a ainsi permis d’établir une stratégie robuste de 
localisation subcellulaire d’enzymes par imagerie GFP applicable de façon systématique à la 
totalité des enzymes de la voie de biosynthèse des AIM de C. roseus. Ces résultats ont fait 
l’objet d’une publication dans la revue Plant Cell Reports présentée ci-après et qui constitue 
le premier chapitre de cette thèse. 
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Abstract The monoterpene indole alkaloids (MIA) syn-
thesized in Catharanthus roseus are highly valuable
metabolites due to their pharmacological properties. In
planta, the MIA biosynthetic pathway exhibits a complex
compartmentation at the cellular level, whereas subcellular
data are sparse. To gain insight into this level of organi-
zation, we have developed a high efﬁciency green ﬂuo-
rescent protein (GFP) imaging approach to systematically
localize MIA biosynthetic enzymes within C. roseus cells
following a biolistic-mediated transient transformation.
The biolistic transformation protocol has been ﬁrst opti-
mized to obtain a high number of transiently transformed
cells with a *12-fold increase compared to previous pro-
tocols and thus to clearly and easily identify the fusion GFP
expression patterns in numerous cells. On the basis of this
protocol, the subcellular localization of hydroxymethyl-
butenyl 4-diphosphate synthase (HDS), a methyl erythritol
phosphate pathway enzyme and geraniol 10-hydroxylase
(G10H), a monoterpene-secoiridoid pathway enzyme has
been next characterized. Besides showing the accumulation
of HDS within plastids of C. roseus cells, we also provide
evidences of the presence of HDS in long stroma-ﬁlled
thylakoid-free extensions budding from plastids, i.e.
stromules that are in close association with other organelles
such as endoplasmic reticulum (ER) or mitochondria in
agreement with their proposed function in enhancing
interorganelle metabolite exchanges. Furthermore, we also
demonstrated that G10H is an ER-anchored protein, con-
sistent with the presence of a transmembrane helix at
the G10H N-terminal end, which is both necessary and
sufﬁcient to drive the ER anchoring.
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Geraniol 10-hydroxylase (CYP76B6)  GFP 
Methyl erythritol phosphate pathway 
Monoterpene indole alkaloids
Abbreviations
C. roseus Catharanthus roseus
DAPI Diamidino-2-phenylindole
DIC Differential interference contrast
DMAPP Dimethylallyl diphosphate
DXR 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate
reductoisomerase
DXS 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase
ER Endoplasmic reticulum
GFP Green ﬂuorescent protein
G10H Geraniol 10-hydroxylase (CYP76B6)
HDS Hydroxymethylbutenyl 4-diphosphate
synthase
IPAP Internal phloem-associated parenchyma
IPP Isopentenyl diphosphate
MECS Methyl-D-erythritol 2,4-diphosphate synthase
MEP Methyl-D-erythritol 4-phosphate
MIA Monoterpene indole alkaloids
Communicated by L. Jouanin.
Electronic supplementary material The online version of this
article (doi:10.1007/s00299-009-0722-2) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
G. Guirimand  V. Burlat  A. Oudin  A. Lanoue 
B. St-Pierre  V. Courdavault
Universite´ Franc¸ois Rabelais de Tours, EA 2106 ‘‘Biomole´cules
et Biotechnologies Ve´ge´tales’’, IFR 135 ‘‘Imagerie
fonctionnelle’’, 37200 Tours, France
V. Courdavault (&)
Universite´ Franc¸ois Rabelais de Tours, EA 2106 ‘‘Biomole´cules
et Biotechnologies Ve´ge´tales’’, UFR des Sciences et Techniques,
37200 Tours, France
e-mail: vincent.courdavault@univ-tours.fr
123
Plant Cell Rep (2009) 28:1215–1234
DOI 10.1007/s00299-009-0722-2
Résultats et Discussion Chapitre I
Thèse de Doctorat G. Guirimand 99
NAA Naphthalene acetic acid
OSER Organized smooth ER
PRX1 Class III peroxidase isoenzyme
SGD Strictosidine b-D-glucosidase
SLS Secologanin synthase (CYP72A1)
spG10H ER targeting signal peptide and anchoring
transmembrane helix of G10H
STR Strictosidine synthase
TDC Tryptophan decarboxylase
TEM Transmission electron microscopy
YFP Yellow ﬂuorescent protein
DspG10H Truncated variant of G10H lacking the ER
anchoring transmembrane helix
Introduction
The Madagascar periwinkle (Catharanthus roseus) syn-
thesizes a wide range of monoterpene indole alkaloids
(MIA) including the two anticancer drugs, vinblastine and
vincristine. During the past two decades, many studies
have been focused on the elucidation of the MIA biosyn-
thetic pathway leading to the identiﬁcation of 25 biosyn-
thetic enzymes (Guirimand et al. 2009). All MIA derive
from strictosidine, a product of the condensation of the
indole precursor tryptamine, with the monoterpene-seco-
iridoid precursor secologanin, catalysed by strictosidine
synthase (Fig. 1) (STR; de Waal et al. 1995). This con-
densation is followed by the deglucosylation of strictosi-
dine catalysed by strictosidine b-D-glucosidase (SGD) to
produce an unstable aglycon leading to the biosynthesis of
the distinct MIA subfamilies. Tryptamine results from the
decarboxylation of the shikimate biosynthetic pathway
end-product tryptophan by tryptophan decarboxylase
(TDC; De Luca et al. 1989). The synthesis of secologanin
requires both the methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP)
pathway and the monoterpene-secoiridoid pathway
(Fig. 1). The MEP pathway gives rise to isopentenyl
diphosphate (IPP) and its isomer dimethylallyl diphosphate
(DMAPP) that are condensed to produce geraniol through
two enzymatic steps (Contin et al. 1998). So far, four genes
from the MEP pathway encoding deoxyxylulose 5-phos-
phate synthase (DXS), deoxyxylulose 5-phosphate reduc-
toisomerase (DXR), methyl-D-erythritol 2,4-diphosphate
synthase (MECS) and hydroxymethylbutenyl 4-diphos-
phate synthase (HDS) have been characterized in C. roseus
(Chahed et al. 2000; Veau et al. 2000; Oudin et al.
2007). The monoterpene-secoiridoid pathway begins by
the hydroxylation of geraniol catalysed by geraniol
10-hydroxylase (G10H; Collu et al. 2001) and ends with
the synthesis of secologanin by secologanin synthase (SLS;
Irmler et al. 2000).
Fig. 1 Biosynthetic pathway of monoterpene indole alkaloids (MIA)
in C. roseus cells. Solid arrows represent a single enzymatic
conversion, whereas dashed arrows indicate multiple enzymatic
steps. DXS 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase, DXR 1-deoxy-
D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase, DMAPP dimethylallyl
diphosphate, G10H geraniol 10-hydroxylase, HDS hydroxymethylbute-
nyl 4-diphosphate synthase, IDI isopentenyl dimethylallyl diphosphate
isomerase, IPP isopentenyl diphosphate, MECS 2C-methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphate synthase, PRX1 peroxidase, SLS secologanin
synthase, STR strictosidine synthase, SGD strictosidine b-D-glucosidase,
TDC tryptophan decarboxylase
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Furthermore, the MIA biosynthetic pathway exhibits a
complex multicellular organization that has been exten-
sively characterized in C. roseus (St-Pierre et al. 1999;
Irmler et al. 2000; Burlat et al. 2004; Courdavault et al.
2005a; Leme´nager et al. 2005; Mahroug et al. 2006; Oudin
et al. 2007; Levac et al. 2008; Murata et al. 2008) and
which is now cited as an example of the extraordinary
complex spatial organization that plants sometimes dev-
elop to accomplish their secondary metabolisms (Kutchan
2005; Ziegler and Facchini 2008). In aerial organs of
C. roseus, a three-cell-type model of the MIA biosynthetic
pathway architecture has emerged, sequentially involving
the internal phloem-associated parenchyma (IPAP) cells
where take place the early steps of monoterpenoid bio-
synthesis (catalysed by DXS, DXR, MECS, HDS and
G10H), the epidermis that accumulates at least the SLS,
TDC, and STR gene products, and the specialized cells
laticifers and idioblasts where take place the two last steps
of vindoline biosynthesis, a precursor of anticancer MIA.
Such multicellular organization implicates de facto the
intercellular translocation of some uncharacterized inter-
mediates along the pathway. The subcellular organization
of the MIA biosynthetic pathway is not less complex and
has been presented as involving numerous distinct sub-
cellular compartments, suggesting the necessity of inter-
organelle trafﬁcking for some intermediates as well (van
der Heijden et al. 2004; Facchini and St-Pierre 2005;
Mahroug et al. 2007). Nevertheless, only a few numbers of
enzymes have been studied and most of the subcellular
localization data come from density gradient analysis.
Moreover, this kind of analysis led to contradictory pre-
dictions of localization for some enzymes such as STR that
has been successively predicted to be localized to the
cytoplasm (De Luca and Cutler 1987) and to the vacuole
(Stevens et al. 1993). To date, four enzymes have been
directly localized within the cell with microscopic
approaches such as immunogold (STR, McKnight et al.
1991; HDS, Oudin et al. 2007), in vivo staining method
(SGD, Geerlings et al. 2000), and GFP imaging for PRX1,
a class III peroxidase isoenzyme catalysing the condensa-
tion of vindoline and catharanthine, the two anticancer
MIA precursors (Fig. 1) (Costa et al. 2008). This prompted
us to develop an efﬁcient approach to systematically
localize the MIA biosynthetic enzymes in situ through a
biolistic-mediated transient expression of GFP-fused
cDNA in C. roseus cells. In a ﬁrst step, the current protocol
of biolistic-mediated transformation of C. roseus has been
optimized to obtain a high number of GFP expressing cells
in order to clearly and easily identify the GFP expression
patterns in numerous cells. Subsequently, this strategy has
been validated using various organelle markers and by
studying the subcellular localization of HDS since immu-
nogold data were available for this enzyme (Oudin et al.
2007), and ﬁnally applied to characterize the intracellular
distribution of G10H within the cell. The observed vicinity
of plastid-expressed HDS and ER-localized G10H leads to
a discussion of the possible role of interorganelle exchange
to help maintaining the metabolic ﬂux during the early
steps of MIA biosynthesis.
Materials and methods
Cell culture conditions and growth measurement
Catharanthus roseus cell suspension cultures (C20A and
C20D dark-grown strains and CR6 light-grown strain) were
propagated in Gamborg B5 medium (Duchefa) at 24C
under continuous shaking (100 rpm) for 7 days (C20A and
C20D cells) or 14 days (CR6 cells) as previously described
(Me´rillon et al. 1989; Kodja et al. 1989). Cell growth was
estimated by the measurement of cell dry-weight at each
day of subculture as previously described (Courdavault
et al. 2005b, 2009).
Optimized protocol of transient transformation
of C. roseus suspension cells
Plating of C. roseus cells
Prior to particle bombardment, 4 ml of a 3-day old
C. roseus cell suspension culture was vacuum ﬁltered on a
45-mm diameter circular piece of ﬁlter paper (Fisherbrand
A70.70000) and plated onto solid Gamborg B5 medium
(8 g l-1 agar) supplemented with 10 lM naphthalene
acetic acid (NAA) or other hormones when speciﬁed.
Plated cells were then cultivated during 48 h in the dark at
24C before bombardment.
Particle preparation
Thirty milligrams of 1 lm gold particles (Bio-Rad) was
baked for 6 h at 220C and then homogenized in 1 ml of
70% ethanol for 5 min using vortex and sonication bath
(LEO-50, Fisherbrand). Particles were collected by cen-
trifugation (5 s at 16,000g) and washed three times in 1 ml
of water for 1 min using vortex and sonication bath. After a
ﬁnal centrifugation (2 s at 16,000g), particles were
homogenized in 500 ll of 50% glycerol (p/v) and stored at
-20C.
Plasmid puriﬁcation
Supercoiled plasmids used for particle bombardment were
isolated from recombinant E. coli cultures using the
Nucleospin Plasmid kit (Macherey-Nagel) following the
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manufacturer’s instructions. The E. coli strains used for
plasmid propagation included ER2925 (ara-14 leuB6
fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6
hisG4 rfbD1 R(zgb210::Tn10)TetS endA1 rpsL136
dam13::Tn9 xylA-5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2; New Eng-
land BioLabs) and XL1-blue (endA1 gyrA96(nalR) thi-1
recA1 relA1 lac glnV44 F[::Tn10 proAB ? lacIq
D(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK?); Stratagene) strains.
Linear plasmids were obtained by a HindIII digestion fol-
lowed by a DNA puriﬁcation using the Nucleospin Extract
II kit (Macherey-Nagel). Single-stranded DNA plasmids
(supercoiled and linear) were generated by denaturing
DNA at 95C for 5 min, followed by an immediate cooling
on ice.
DNA coating onto particles
For each bombardment, 830 ng of plasmid DNA was
precipitated onto 500 lg of particles as follows: 3.33 ll
of 0.1 M spermidine was added to 500 lg of glycerol-
stocked particles and homogenized for 5 s using a soni-
cation bath before addition of plasmid DNA dissolved in
830 nl of water and vigorous shaking with vortex. After
addition of 3.33 ll of 2.5 M CaCl2, the mixture was
homogenized for 15 min with a vortex. Particles were
collected by centrifugation (2 s at 16,000g) and sequen-
tially washed with 140 ll of 70% ethanol and 140 ll of
100% ethanol before a ﬁnal careful homogenization in
8 ll of 100% ethanol.
Particle bombardment
Transient transformation of C. roseus cells was performed
with the Bio-Rad PDS1000/He system. Unless otherwise
stated, particle bombardment was performed with 1,100 psi
rupture disks (Bio-Rad) under a vacuum pressure of 28 in.
of Hg, at a stopping-screen-to-target distance of 6 cm and
with an 11 mm distance-of-ﬂight of the macrocarriers.
Following DNA delivery, cells were cultivated 24 h before
counting or subcellular characterization.
Estimation of the effect of individual parameters
of particle bombardment
Following establishment of the optimized protocol of
transient transformation, the effect of each individual
parameter was re-evaluated by studying the consequence of
its sole variation on the efﬁciency of transient transfor-
mation versus the unmodiﬁed optimized protocol. Note that
for testing the effect of the nature and the diameter of
particles, plasmids were coated on either gold or tungsten
particles as described in the optimized protocol. Finally, for
each parameter tested, two repetitions of ﬁve independent
bombardments with the pCAMBIA 1302 plasmid (Gen-
Bank AF234298) were performed. The efﬁciency of the
transient transformation was measured by counting GFP
expressing cells in one single focus plane over the whole
2,375 mm2 Petri dishes and relatively expressed as the
mean of the ﬁve replicates.
Resolution of precipitated DNA from particles
The amount ofDNAprecipitated onto particles wasmeasured
by resuspending the DNA/gold or DNA/tungsten mixture in
10 ll TE buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8) instead of
ethanol, at the penultimate step of the coating procedure.After
a 5-min homogenization, particles were sedimented by a brief
centrifugation and supernatants were collected and analysed
by electrophoresis on a 0.8% agarose gel.
Statistical analysis
Data were analysed with Statistica, version 6.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, USA). Statistical signiﬁcance from different
treatment was revealed after one-way analysis of variance
(ANOVA) test followed by Fisher’s protected least sig-
niﬁcant difference (LSD) post hoc comparisons (Table 1).
A two-way analysis of variance with rupture disk pressure
and ﬁring distance as main effects was performed for the
experiment in Table 2.
G10H-GFP expression vectors
The transient expression of the G10H-GFP fusion protein
and of the two deleted versions of G10H-GFP was
achieved using pSCA-cassette GFPi and pSCA-cassette
YFPi vectors. The pSCA-cassette GFPi vector was con-
structed following ampliﬁcation of the GFP expression
cassette of pCAMBIA 1302 (GenBank AF234298; nt 9,966
to nt 1,067) using primers pC1302-35S (50-GCTTGGAT
CAGATTGTCGTTTCC-30) and pC1302-GFP (50-GCCAA
TATATCCTGTCAAACACTG-30), and cloning in the
pSCA vector (StrataClone PCR Cloning Kit, Stratagene).
The initiation codon added by a NcoI restriction site at the
beginning of the multiple cloning site of the GFP expres-
sion cassette of pCAMBIA 1302 was removed by a XbaI/
BglII digestion of the resulting plasmid followed by the
cloning of a new CaMV35S promoter sequence ampliﬁed
with primers 35Sfor-XbaI (50-GCTCTAGAGCTTGGATC
AGATTGTCGTTTCC-30) and 35Srev-BglII (50-GCAGAT
CTGGTCAAGAGTCCCCCGTGT-30). The resulting pSCA-
cassette GFPi plasmid (5 kb) allows expressing a cDNA
fused to the 50 extremity of the coding sequence of GFP
using its own initiation codon and without adding unde-
sired additional residues, regardless of the restriction site(s)
chosen for cDNA cloning. A similar pSCA-cassette YFPi
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plasmid was also generated by substituting the GFP cod-
ing sequence by the YFP coding sequence following its
ampliﬁcation using primer YFPfor2 (50-GAAGATCTGAC
TAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC-
30) and YFP2rev-NheI (50-GCGCTAGCTCTCTTGTACA
GCTCGTCCATGCC-30).
To construct G10H-GFP expression vector, the full-
length ORF of G10H (GenBank AJ251269) was ampliﬁed
by PCR using primers G10H-GFP-S (50-GCAGATCTG
ATGGATTACCTTACCATAATATTAACTTTAC-30) and
G10H-GFP-AS (50-GGACTAGTAAGGGTGCTTGGTA
CAGCA-30). For spG10H-GFP expression vector, the
Table 1 Particle bombardment parameters independently tested for their effect on the transient transformation of C. roseus cells
Parameter Bombardment
condition investigated
Relative efﬁciency of
transient transformation
Sonication of the DNA/particle mixture Without 1.00 – 0.06b
With 0.62 ± 0.08a
Structure of the transforming plasmid DNA Supercoiled (double/single strand) 1.00 – 0.04d; 0.01 ± 0.01b
Linear (double/single strand) 0.54 ± 0.05c; 0.003 ± 0.003a
Methylation of the transforming plasmid DNA dam-/dcm- 1.00 – 0.01b
dam?/dcm? 0.76 ± 0.02a
Amount of DNA coated onto particles (500 lg) per one shot 415 ng 0.41 ± 0.03a
830 ng 0.93 – 0.07b
1,250 ng 0.91 ± 0.07b
1,665 ng 1.00 ± 0.05b
Nature and diameter of particles Tungsten 0.4 lm 0.01 ± 0.003a
Tungsten 1.1 lm 0.37 ± 0.13b
Tungsten 1.7 lm 0.43 ± 0.02b
Gold 1 lm 1.00 – 0.09c
Distance-of-ﬂight of the macrocarrier 6 mm 0.54 ± 0.02a
11 mm 1.00 – 0.08b
17 mm 0.84 ± 0.12b
Vacuum pressure (Hg in.) 2.5 in.–5 in.–10 in. 0.00 ± 0.01a; 0.00 ± 0.01a; 0.02 ± 0.01a
15 in.–20 in.–25 in. 0.06 ± 0.02a; 0.10 ± 0.13a; 0.47 ± 0.13b
26 in.–27 in.–28 in. 0.80 ± 0.09c; 0.98 ± 0.06d; 1.00 – 0.02d
Time of suspension cell culture before and after plating 3 days (24 h–48 h–72 h) 0.48 ± 0.04f; 1.00 – 0.03g; 0.46 ± 0.03f
4 days (24 h–48 h–72 h) 0.41 ± 0.03e; 0.36 ± 0.02d; 0.30 ± 0.01c
5 days (24 h–48 h–72 h) 0.19 ± 0.01b; 0.12 ± 0.02a; 0.11 ± 0.01a
Hormone composition of solid culture medium No hormone 0.77 ± 0.04b
Kin (1 lM) 0.49 ± 0.02a
NAA (10 lM) 1.00 – 0.01c
NAA (10 lM) ? Kin (1 lM) 0.95 ± 0.07c
Data are mean of the GFP expressing cell number from ﬁve distinct bombardments and are expressed relatively to the best combination of
parameters. For each parameter, the best combination is indicated in bold characters. Different letters indicate that values are signiﬁcantly
different (P\ 0.05)
Table 2 Effect of rupture disk pressure and ﬁring distance on the transient transformation of C. roseus cells
Distance Pressure
900 psi 1,100 psi 1,350 psi 1,550 psi 1,800 psi
3 cm 0.69 ± 0.12f,g 0.41 ± 0.01c,d,e 0.29 ± 0.03a,b,c 0.19 ± 0.13a 0.37 ± 0.13b,c,d,e
6 cm 0.66 ± 0.05f 1.00 – 0.0h 0.81 ± 0.01g 0.65 ± 0.02f 0.40 ± 0.07c,d,e
9 cm 0.38 ± 0.15b,c,d,e 0.71 ± 0.01f,g 0.79 ± 0.03g 0.66 ± 0.04f 0.48 ± 0.05e
12 cm 0.35 ± 0.08b,c,d 0.26 ± 0.11a,b 0.46 ± 0.06d,e 0.48 ± 0.04d,e 0.03 ± 0.03a,b,c
Data are mean of GFP expressing cell number from ﬁve distinct bombardments and are expressed relatively to the best combination of
parameters. The best combination is indicated in bold characters. Different letters indicate that values are signiﬁcantly different (P\ 0.05)
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coding sequence of the signal peptide (ﬁrst 26 residues of
G10H) was ampliﬁed by combining primers G10H-GFP-S
and spG10H-AS (50-GCACTAGTTCTTCTGGATAGGTA
GCTGAAGGC-30). The DspG10H-YFP expression vector
expressing a signal peptide deleted version of G10H was
constructed following ampliﬁcation of the coding sequence
of the remaining part of the protein (residues 26–493) using
primers G10Hdel-GFP-S (50-GCAGATCTGATGACCAA
AAACCTTCCTCCAGGA-30) and G10H-GFP-AS allow-
ing the addition of an initiation codon prior to residue 26 of
the deleted version of G10H. All these primers have been
designed to eliminate the termination codon and to introduce
BglII and SpeI restriction sites to the 50 and 30 extremity of the
three cDNA, respectively. These cDNA were subsequently
sequenced and cloned into the BglII and SpeI restriction sites
of pSCA-cassette GFPi for G10H and spG10H, or pSCA-
cassette YFPi for DspG10H in frame with the 50 extremity of
the coding sequence of mGFP5* or YFP driven by the
CamV35S promoter to express the fusion protein.
HDS-GFP expression vectors
The full-length ORF of HDS (Genbank AY184810) was
ampliﬁed by PCR using primers HDS-GFP-S (50-GGA
GATCTGATGGCGACCGGAACAGTTC-30) and HDS-
GFP-AS (50-GGACTAGTGTCTTCTGCAGGAGGATCA
ACC-30) to eliminate the termination codon and to intro-
duceBglII andSpeI restriction sites as described forG10H-GFP
expression vector. The resulting cDNA was sequenced and
subcloned into the BglII, SpeI restriction sites of pCAMBIA
1302 or pSCA-cassette GFPi to express the HDS-GFP fusion
protein, and pSCA-cassette YFPi for expression of HDS-YFP.
Organelle markers and cell co-transformation
Plastid (CD3-998), mitochondrion (CD3-990) YFP mark-
ers and Golgi (CD3-964), mitochondrion (CD3-988) and
ER (CD3-956) GFP markers (Nelson et al. 2007) were
obtained from the ABRC (http://www.arabidopsis.org). ER
marker (YFP-HDEL) was obtained from Chris Hawes
(Batoko et al. 2000). The cytoplasm YFP-GUS marker
was generated following ampliﬁcation of the YFP coding
sequence using primers YFPfor (50-GAAGATCTGATGGT
GAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC-30) and YFPrev
(50-GCACTAGTGATAGATCTCTTGTACAGCTCGTCC
ATGCC-30) and cloning into the BglII and SpeI restriction
sites of pCAMBIA 1305 (GenBank AF354045) to generate
a YFP-GUS fusion protein. Plasmid co-transformations
were performed according to the optimized protocol of
transient transformation using 400 ng of each plasmid.
Nuclei and cell wall were visualized using diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (0.1 lg/ml) and calcoﬂuor (0.1 mg/
ml) staining, respectively (Ruzin 1999).
GFP imaging through epiﬂuorescence microscopy
An endow GFP BP ﬁlter set (Chroma#41017; 450–490 nm
excitationﬁlter, 500–550 nmbandpass emissionﬁlter) and an
Olympus BX51 epiﬂuorescence microscope equipped with
the Olympus DP50 digital camera and the Cell* imaging
software (Soft Imaging System, Olympus) were used for
image capture of C20A and CR6 transiently transformed cells
expressing GFP-fused proteins and for GFP expressing cell
numeration. The YFP ﬂuorescence emitted by YFP-fused
proteins was visualized using a JP2 ﬁlter set (Chroma#31040,
500–520 nm excitation ﬁlter, 540–580 nm band pass emis-
sion ﬁlter). For transiently co-transformed cells, the sapphire/
UV GFP ﬁlter set (Chroma#31043, 375–415 nm excitation
ﬁlter, 490–530 nmband pass emission ﬁlter) and the JP2 ﬁlter
set were used to visualize GFP (mGFP5*) and YFP ﬂuores-
cence, respectively. The chlorophyll ﬂuorescence signal was
recorded with a chlorophyll-BP ﬁlter set (Chroma#31017;
465–495 nm excitation ﬁlter, 635–685 nm band pass emis-
sion ﬁlter). DAPI and calcoﬂuor stainingwere imagedwith an
UV excitation ﬁlter set (Olympus WU2, 330–385 nm exci-
tation ﬁlter, 420 nm long pass emission ﬁlter). The CellD
imaging software (Olympus) allowed merging both false-
coloured images.
Bioinformatic sequence analysis
Prediction of the G10H subcellular localization was
performed using PSORT (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/)
and Predotar (http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.
html) softwares. Prediction of the transmembrane helix was
realized through analysis of the 90 ﬁrst residues of G10H
using the TMHMM server (http://www.cbs.dtu.dk/services/
TMHMM/). Projection of the predicted helix was drawn
using a device available at http://cti.itc.virginia.edu/%7Ecmg/
Demo/wheel/wheelApp.html.
Anti-HDS immunogold labelling
Immunogold labelling of HDS in C. roseus young leaves
and observation by transmission electron microscopy were
performed as previously described (Oudin et al. 2007).
Results
Establishment of an optimized protocol of transient
transformation of C. roseus cells by particle
bombardment
Since the ﬁrst report of a biolistic-mediated transformation
of C. roseus by van der Fits and Memelink (1997), distinct
protocols of C. roseus cell transformation by particle
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bombardment have been described for cell calli (Hilliou
et al. 1999) with adaptations for suspension cell cultures
(Montiel et al. 2007). Using this last protocol, transient
transformation of C. roseus suspension cells with the
pCAMBIA 1302 vector expressing the mGFP5* variant of
GFP (named GFP in this work) leads to a relatively low
number of GFP expressing C20A cells (173 ± 4 cells per
2,375 mm2 Petri dish) and thus does not allow an efﬁcient
study of protein subcellular localization. To circumvent
this problem, we tested the inﬂuence on cell transformation
of several parameters including particle and DNA prepa-
ration, cell culture conditions and particle bombardment
process, eventually leading to an optimized procedure of
biolistic transient transformation (2,057 ± 59 cells per
2,375 mm2) that, therefore, allows a *12-fold increase of
the number of C. roseus GFP expressing C20A cells as
compared to the original protocol.
On the basis of the optimized protocol, the effects of the
most inﬂuencing criteria were analysed by individually
testing all the parameters described below on the transient
transformation of C. roseus C20A cells. In addition, it has
to be noticed that a similar*12-fold enhancing effect was
also measured while comparing the optimized protocol
versus the original protocol for other C. roseus cell lines
including the chlorophyll-free C20D cells (1,984 ± 47 vs.
158 ± 11 cells per 2,375 mm2, respectively) and the chlo-
rophyll-containing CR6 cells (1,014 ± 21 vs. 84 ± 3 cells
per 2,375 mm2, respectively).
Inﬂuence of particles and DNA preparation
on the transient transformation of C. roseus cells
Adsorption of DNA onto particles is the ﬁrst step in the
DNA delivery using biolistic process. Several protocols of
coating have been described differing in the amount and
nature of the coated DNA (e.g. structure of the trans-
forming DNA), of particles (nature and diameter) and of
the treatments during the coating procedure. To optimize
the biolistic-mediated transformation of C. roseus cells, we
ﬁrst tested the inﬂuence of these factors on the transient
expression of GFP.
The coating of DNA frequently uses sonication of the
DNA/particles mixture to destroy particle aggregates and
thus to improve DNA adsorption (Daniell et al. 1990;
Montiel et al. 2007; Ueki et al. 2009). However, in our
DNA adsorption conditions, a short pulse of ultra-
sounds (\5 s) induces a shearing of DNA coated to parti-
cles (Fig. 2a) and causes in turn a 38% decrease in the
transformation efﬁciency (Table 1) as previously reported for
neural biolistic-mediated transformation (Wellmann et al.
1999). It strongly suggests that the dispersion of particles’
agglomerates by sonication should be done only before the
addition of the transforming DNA during the coating step.
Physical structure of the transforming DNA is also
known to affect particle-mediated transient transformation
as described in rice cells (Nandadeva et al. 1999). In
C. roseus cells, the use of single-strand DNA plasmids
completely abolishes transformation in comparison to
double strand DNA plasmids (Table 1). In the latter case,
performing cell bombardment with supercoiled plasmids
induces a twofold enhancement of transformation efﬁ-
ciency compared to linear plasmid (Table 1). This is in
contradiction with the results obtained in rice cells where
single-strand DNA increases transient transformation
whereas linear and supercoiled plasmids give similar rates
of transformation (Nandadeva et al. 1999). Since DNA
methylation has already been shown to inhibit RNA tran-
scription and elongation (Barry et al. 1993), the inﬂuence
of plasmid methylation on the transient transformation of
C. roseus cells has next been tested by propagating plas-
mids in a dam-/dcm- E. coli strain (ER2925) or in a dam?/
dcm? E. coli strain (XL1-blue). In our conditions of
transformation, abolishing dam and dcm methylation of
plasmid DNA methylation increases by 30% the number of
GFP expressing cells (Table 1). This result is in agreement
with the negative effect of DNA methylation on RNA
transcription but contradicts previous results obtained by a
biolistic-mediated transient transformation of tobacco leaf
cells that did not report any enhancing effect of unmethy-
lated plasmids versus methylated plasmids (Mitsui et al.
2003).
The amount of DNA coated to particles could inﬂuence
the transient transformation of cells as well (Rasco-Gaunt
et al. 1999; Siang Tee and Maziah 2005). In order to check
its inﬂuence on C. roseus cell transformation, increasing
Fig. 2 Analysis of DNA precipitation onto particles. a Effect of the
DNA/particles mixture sonication on plasmid integrity during the
coating step. b Efﬁciency of DNA coating on tungsten particles
(W; 0.4, 1.1 and 1.7 mm diameter) and gold particles (Au; 1 mm
diameter). DNA precipitated onto particles was recovered and
analysed by electrophoresis
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amounts of DNA were loaded onto particles prior to
bombardment. Best results were obtained using at least
5 lg of plasmid DNA precipitated onto 3 mg of particles
(830 ng of DNA and 500 lg of particles per bombardment)
while reducing by half the amount of DNA (415 ng)
resulted in a signiﬁcant decrease of the transformation
efﬁciency (Table 1). Higher amounts of coated DNA
(1,250 and 1,665 ng) did not signiﬁcantly affect the
transformation efﬁciency (Table 1), while no detectable
losses of plasmid could be observed during the coating
procedure irrespective to the amount of DNA precipitated
onto particles (data not shown). In addition, within the
range of optimized amount of DNA (at least 5 lg per 3 mg
of particles), a similar efﬁciency of the transient transfor-
mation was measured by using a half size plasmid (pSCA-
cassette GFPi, 5 kb) (data not shown). These results are in
correlation with those obtained in wheat tissues that
described no signiﬁcant change in transient transformation
for up to 1,176 ng DNA per bombardment (Rasco-Gaunt
et al. 1999). As a consequence, this should allow transient
co-transformation of two plasmids (e.g. plasmids encoding
a GFP-fused cDNA to be characterized and plasmids
encoding an organelle marker) coated in high amount onto
particles to maximize the number of transiently trans-
formed cells since plasmid co-transformation is generally
as high as 90% in C. roseus cells (Hilliou et al. 1999).
Finally, the nature and the diameter of the particles were
also tested since they have been reported to dramatically
inﬂuence biolistic-mediated transformation (Klein et al.
1988; Russell et al. 1992). The ability for particles to
adsorb DNA was ﬁrst analysed by measuring the amount of
DNA precipitated onto particles following the coating step.
In our coating conditions, DNA does not adsorb to sub-
micron tungsten particles (0.4 lm), whereas DNA absorbs
to a similar extend to 1 lm tungsten and gold particles and
to 1.7 lm tungsten particles (Fig. 2b). As a consequence,
no cell transformation can be visualized using 0.4 lm
particles while the efﬁciency of transient transformation
remains equal using both types of tungsten particles irre-
spective of their diameter (Table 1). Gold particles (1 lm)
give the best efﬁciency of transformation with an increase
of 57% compared to the best result obtained with tungsten
particles. This is likely due to the spherical shape of gold
particles that reduces cell injuries caused by particle pen-
etration, to their reduced toxicity as compared to tungsten
particles and to the degradation of DNA coated onto
tungsten particles (Russell et al. 1992; Sanford et al. 1993;
Krysiak et al. 1999; Mazus´ et al. 2000).
Effect of particle bombardment parameters
In the biolistic process of DNA delivery, the efﬁciency of
cell transformation directly depends on the bombardment
conditions allowing high particle acceleration leading to
entry of DNA into cells without causing irremediable cell
damages.
The inﬂuence of the distance-of-ﬂight of the macrocar-
rier that is loaded with DNA coated particles has been ﬁrst
analysed since it represents one determinant of the particle
velocity (Sanford et al. 1993). Best rates of transformation
have been obtained with intermediate and long distance (11
and 17 mm) between the macrocarrier and the stopping
screen as compared to short distance (6 mm) (Table 1).
This result could be due to an off-centered ﬂight of the
macrocarriers for short distances as previously reported
(Sanford et al. 1993).
In a next step, the effects of both the rupture disk pressure
and the stopping-screen-to-target distance have been stud-
ied since it directly drives particle acceleration. For each of
the four distances analysed (3, 6, 9 and 12 cm), ﬁve
increasing values of rupture disk pressure have been com-
pared (900, 1,100, 1,350, 1,550 and 1,800 psi). As descri-
bed in Table 2, a direct correlation between these two
parameters could be observed. At the shortest distance
(3 cm), maximal efﬁciency of transient transformation has
been reached using the lowest rupture disk pressure
(900 psi), whereas at 6, 9 and 12 cm, this maximal efﬁ-
ciency has been obtained using 1,100, 1,350 and 1,550 psi
rupture disk pressure, respectively. Finally, the combination
of a 6 cm stopping-screen-to-target distance and 1,100 psi
rupture disk pressure allowed generating the highest num-
ber of transient transformed cells of C. roseus. Such result is
likely due to a high particle entry with minimal irreversible
injuries caused to cells that are the most limiting factor
when working on cultured cells (Sanford et al. 1993). It also
represents one of the major discrepancies with the previous
protocols of biolistic-mediated transformation of C. roseus
cells (Hilliou et al. 1999; Montiel et al. 2007).
In addition, as the residual gas in the bombardment
chamber could cause rubbing forces inducing a deceleration
of particles, a partial vacuum is generally applied in the
chamber (Sanford et al. 1993). As a consequence, the effect of
a vacuum pressure ranging from 2.5 to 28 in. Hg has been
analysed. Below 25 in. Hg, only few cells could be transiently
transformedwhile a vacuumpressureof27–28 in.Hgallowed
obtaining a maximal number of GFP expressing cells
(Table 1). This is actually due to the preservation of a high
particle velocity and is in agreement with previous results
obtained on wheat tissues (Rasco-Gaunt et al. 1999).
Effect of cell culture conditions prior and post
particle bombardment on the transient transformation
of C. roseus cells by biolistic
Biolistic gene delivery allows plant cell transformation
without tissue-type speciﬁcity and, therefore, could be
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used directly on plant organs, somatic embryos, cell calli
or individualized cells (e.g. suspension cell culture). To
facilitate DNA delivery and the observation of C. roseus
transformed cells, the transient transformation was per-
formed onto suspension cells spread as a thin layer of
cells on an agar-solidiﬁed culture medium prior to bom-
bardment. Moreover, as the maximal transformation
efﬁciency is generally reached using actively dividing
cells (Sanford et al. 1993), the inﬂuence of cell culture
conditions (cell culture duration and hormonal composi-
tion of the agar-solidiﬁed culture medium) has been
analysed.
In a ﬁrst step, we have tested both the effect of the
duration of the culture of the suspension cell prior and post
spreading, on the efﬁciency of transient transformation.
During a 7-day cycle of culture, C. roseus cells grow until
day 5 (Supplemental data 1a). For cell layer preparation,
cells were harvested daily during the growth phase (days 3,
4 and 5), transferred onto agar-solidiﬁed culture medium
and cultured during 24, 48 or 72 h prior to bombardment.
Irrespective of the time of culture of the cell layer, best
results were obtained with cells harvested earliest during
the cell culture (Table 1). Particularly for day 3, the
maximal efﬁciency of transformation was reached after
48 h of culture of the cell layers where a twofold increase
of the number of GFP expressing cells was measured as
compared to 24 and 72 h of culture. This result conﬁrms
the previous observation of Paszty and Lurquin (1987) that
described a maximal efﬁciency of tobacco cell transfor-
mation using cells harvested in the early log-phase of
growth.
In a next step, the inﬂuence of the hormonal composi-
tion of the agar-solidiﬁed culture medium has been ana-
lysed since the addition of NAA and kinetin has previously
been associated with biolistic-mediated C. roseus cell
transformation (Montiel et al. 2007). Whereas the addition
of kinetin (1 lM) induced a signiﬁcant decrease of the
efﬁciency of transient transformation compared to a hor-
mone-free medium, addition of NAA (10 lM) or NAA and
kinetin gave the highest number of GFP expressing cells
(Table 1). Because kinetin provokes cell browning, next
experiments were conducted exclusively using NAA.
Finally, following particle bombardment, 444 ± 16
GFP expressing cells per Petri dish were observed 6 h post-
bombardment while the highest number of GFP expressing
cells (from 1,978 ± 162 to 2,074 ± 58) was observed
15–48 h post-bombardment (Supplemental data 1b). This
could allow early and late visualization of the protein
subcellular localization as well as kinetic analysis of pro-
tein distribution within the cell. Overall, a complete
description of the optimized protocol of the transient
transformation of C. roseus cells is given in ‘‘Materials and
methods’’.
Application of the optimized protocol of transient
transformation of C. roseus cells for studying protein
subcellular localization using epiﬂuorescence
microscopy
On the basis of the optimized protocol of transient trans-
formation, the particle bombardment procedure was then
applied to study the subcellular localization of proteins in
C. roseus cells. As a ﬁrst step, distinct plasmids encoding
speciﬁc ﬂuorescent organelle markers have been bom-
barded to clearly identify different subcellular compart-
ments of C. roseus C20A cells using epiﬂuorescence
microscopy.
GFP transient transformation displayed a typical
nucleocytoplasm ﬂuorescence signal (Fig. 3a), while the
YFP-GUS protein displayed a speciﬁc cytoplasm ﬂuores-
cence signal excluded from the nucleus due to the increase
of the molecular weight of the fusion protein (96.8 kDa)
that did no longer allow passive diffusion through nuclear
pores (Fig. 3b). Merging both ﬂuorescence signals
allowed to clearly distinguish the nucleus from cytoplasm
(Fig. 3c). Observation with differential interference con-
trast (DIC) also permits to observe a gold particle in the
nucleus close to the nucleolus (Fig. 3d). The ‘‘plastid’’-
YFP marker displayed a ﬂuorescence signal in plastids
visualized as globular structures and in 10–60 lm long
protrusions (named stromules) budding from plastids and
expanding all across the cell (Fig. 3e). Cell wall was
visualized using cellulose staining with calcoﬂuor
(Fig. 3f, g). Co-transformation of cells with ‘‘ER’’-GFP
and ‘‘Golgi’’-YFP constructs allowed observing cortical
endoplasmic reticulum as a branching network (Fig. 3i)
and Golgi apparatus as thin spherical structures (Fig. 3j).
A close association of cortical ER and Golgi apparatus
could also be seen on the merged image (Fig. 3k).
Such kind of close association was also observed for
cortical ER and plastids/stromules in cells co-trans-
formed with ‘‘ER’’-GFP and ‘‘plastids’’-YFP constructs
(Fig. 3m–p).
Furthermore, to deﬁnitely validate our strategy of par-
ticle bombardment and GFP imaging in C. roseus cells, we
evaluated the accuracy of this technique using the methyl
erythritol phosphate pathway enzyme hydroxymethylbute-
nyl 4-diphosphate synthase (HDS) since subcellular local-
ization data were available for this enzyme (Oudin et al.
2007). In this previous work, immunogold labelling
allowed to establish that HDS speciﬁcally occurs within
stroma of plastids in C. roseus aerial organs in accor-
dance with the presence of a plastid transit peptide at the
N-terminal end of the protein. Therefore, the full-length
open reading frame of HDS was cloned in frame with the
50 extremity of the GFP coding sequence in pCAMBIA 1302,
pSCA-cassette GFPi or pSCA-cassette YFPi, to generate a
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HDS-GFP or HDS-YFP fusion protein bearing an acces-
sible plastid transit peptide.
Transient expression of the HDS-GFP pCAMBIA 1302
construct in C. roseus chlorophyll-containing cells (CR6
strain) allowed observing the ﬂuorescence signal in glob-
ular structures typical of plastids from which budded long
protrusions, named stromules (Fig. 4a). In accordance with
this result, merging of ﬂuorescence signals of HDS-GFP
Fig. 3 Visualization of distinct subcellular compartments of C. roseus
cells using transient transformation of ﬂuorescent markers and
epiﬂuorescence GFP imaging. C. roseus cells (C20A) were transiently
co-transformed using different organelle markers as mentioned on the
images of the ﬁrst two columns. Co-localization of two ﬂuorescence
signals appeared in yellow while merging two individual (green/red)
false colour images. The morphology is observed with differential
interference contrast (DIC). Bars 20 lm
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and chlorophyll (Fig. 4b) allowed to visualize the co-locali-
zation of both signal in plastids and to clearly distinguish the
thylakoid-free stromules from the chlorophyll-containing
plastids (Fig. 4c). Moreover, the plastid identity of strom-
ules was conﬁrmed through the transient co-expression in
C. roseus C20A strain of HDS-GFP and the ‘‘plastid’’-YFP
marker. The ﬂuorescence signals emitted by HDS-GFP
(Fig. 4e) and the ‘‘plastid’’-YFP marker (Fig. 4f) were both
perfectly co-localized as shown with the yellow signal in
plastids and stromules on the merged image (Fig. 4g). The
same co-transformation strategy was also applied with the
HDS-GFP plasmid and a ‘‘mitochondrion’’-YFP marker that
allowed observing numerous mitochondria in close vicinity
of plastids and all along the stromules (Fig. 4i–l).
Similar subcellular localization results were also
obtained using the HDS-GFP pSCA-cassette GFPi or
pSCA-cassette YFPi constructs indicating that the four
residues (MVDL) added at the N-terminal end of HDS-
GFP expressed using pCAMBIA 1302 did not alter the
subcellular localization of the protein (data not shown).
Fig. 4 Subcellular localization of HDS in C. roseus cells. a–d CR6
chlorophyll-containing cells were transiently transformed with the
HDS-GFP pCAMBIA 1302 plasmid. e–l C20A chlorophyll-free cells
were transiently co-transformed with HDS-GFP pCAMBIA 1302 and
the ‘‘plastid’’-YFP or mitochondria ‘‘mito’’-YFP markers. Co-local-
ization of two ﬂuorescence signals appeared in yellow while merging
two individual (green/red) false colour images. The morphology is
observed with differential interference contrast (DIC). Bars 10 lm
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Immunogold labelling revealed the presence of HDS
within stromules of IPAP cells of young developing
leaves
Since several MEP pathway gene products have been
speciﬁcally localized to the IPAP cells of C. roseus young
developing leaves (Burlat et al. 2004; Oudin et al. 2007),
we carefully re-evaluated anti-HDS immunogold labelling
performed on this cell type (Oudin et al. 2007). Several
stromules were observed both longitudinally (Fig. 5a–f)
and transversally (Fig. 5g). The stromules appeared as
200–500 nm wide thylakoid-free extensions budding from
the relatively small chloroplasts of IPAP cells. The anti-
HDS immunogold labelling allowed identifying stromules
when they were directly budding from the plastids
(Fig. 5a–e), and when they were viewed longitudinally or
transversally with no direct contact with the plastids on
ultrathin sections (Fig. 5f–g). This is one of the ﬁrst reports
of transmission electron microscopy (TEM) visualization
of stromules (Holzinger et al. 2007, 2008), and associated
immunogold labelling of an enzyme (Bourett et al. 1999).
As observed using epiﬂuorescence studies (Fig. 3m–p; Fig.
4i–l), we sometimes saw organelles such as mitochondrion
(Fig. 5b–d, f) and ER (Fig. 5e) in close vicinity of plastids
and/or stromules on ultrathin sections. In contrast, no
stromules were observed in the weakly HDS-labelled large
chloroplasts of the mesophyll cells (Fig. 5h).
Characterization of the subcellular localization
of G10H in C. roseus cells using particle
bombardment and GFP imaging
In a last step, particle bombardment and GFP imaging were
applied to study the subcellular localization of the ﬁrst
committed enzyme of the monoterpene-secoiridoid bio-
synthetic pathway, G10H. G10H has been previously des-
cribed as a (pro) vacuolar membrane enzyme (Madyastha
et al. 1976) whereas cytochromes P450 are usually local-
ized to the endoplasmic reticulum membrane (Schuler and
Werck-Reichhart 2003). Bioinformatic analysis of the
G10H sequence using PSORT and Predotar softwares
clearly identiﬁed G10H as an endoplasmic reticulum
membrane associated protein with high conﬁdence (0.81
and 0.99, respectively). In accordance with these results, a
20-residue transmembrane helix has been predicted at the
N-terminal end of G10H exposing the protein to the
cytoplasm (Supplemental data 2a–c). As a consequence,
the 30 end of the full-length ORF of G10H has been cloned
in frame with the 50 extremity of the GFP coding sequence
to generate a G10H-GFP bearing an accessible putative
anchoring helix. Transiently transformed C20A cells dis-
played a GFP ﬂuorescence signal in a network structure
branching all across the cell and surrounding the nucleus
and the plastids suggesting a cortical ER localization
(Fig. 6a–d). This cortical ER localization was further con-
ﬁrmed through the transient co-expression of G10H-GFP
(Fig. 6e) and an ‘‘ER’’-YFP marker (YFP-HDEL; Fig. 6f)
displaying a perfectly co-localized signal on the merged
image (Fig. 6g). Moreover, in approximately 50% of the
transiently transformed cells, globular ER structures typical
of organized smooth ER (OSER) were also visualized
(Fig. 6i–l) as previously reported for other ER membrane
anchored proteins (Snapp et al. 2003). In addition, the
transient co-transformation of G10H-GFP (Fig. 6m) and
HDS-YFP (Fig. 6n) constructs further enabled us to observe
the close association of ER and stromules (Fig. 6o, p).
To characterize the anchoring of G10H to the ER
membrane, the coding sequence of the putative trans-
membrane helix has been also fused to the 50 extremity of
GFP cDNA to generate the spG10H-GFP fusion protein.
Co-transformation of the spG10H-GFP (Fig. 7a) and
‘‘ER’’-YFP marker (Fig. 7b) constructs clearly established
the ER localization of the spG10H-GFP fusion protein as
observed on the merged image (Fig. 7c). Globular ER
structures (OSER) were also observed in approximately
half of the observed cells (Fig. 7e–h). Moreover, deletion
of the putative transmembrane helix in the DspG10H-YFP
fusion protein led to the cytoplasm localization and to
the lost of the ER targeting. Surprisingly, DspG10H-GFP
displayed a ﬂuorescence signal in punctuated aggregates
in close association with plastids as observed in tran-
siently transformed C20A cells (Fig. 7i–k) and CR6 cells
(Fig. 7l–o). Taken together, these results demonstrated that
G10H is anchored to the cortical ER by an N-terminal
transmembrane helix that is both necessary and sufﬁcient
for this targeting.
Discussion
In the last decade, numerous studies provided a detailed
scheme of the cellular organization of the MIA biosyn-
thesis pathway in C. roseus. On the contrary, only few data
are available regarding the subcellular organization of this
pathway, including contradictory results for several
enzymes. This prompted us to develop a GFP imaging
strategy to systematically localize the enzymes of the MIA
biosynthetic pathway.
Transient expression of GFP-fused cDNA in plant cell is
a powerful tool to study the subcellular localization of
proteins. Nevertheless, it requires a high efﬁciency system
of DNA delivery to maximize the number of GFP
expressing cells (Koroleva et al. 2005). It allows a more
feasible validation of the patterns of GFP expression within
the plant cell by visualizing directly a large number of
transformed cells. High transient expression of a reporter
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Fig. 5 Anti-HDS immunogold labelling within chloroplasts and strom-
ules of internal phloem-associated parenchyma (IPAP) specialized cells
(a–g) and within the stromule-free large chloroplasts of mesophyll cells
(h), observed in C. roseus young developing leaf ultrathin cross-section.
c cytoplasm, cp chloroplast, cw cell wall, er endoplasmic reticulum,
m mitochondrion, s stromule, v vacuole. Arrowhead gold particle
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gene into plant cell could be obtained either by indirect
transfer of DNA (e.g. Agrobacterium) or by direct transfer
(e.g. biolistic). Particle bombardment also called biolistic
offers the possibility to easily transfer DNA irrespective to
the plant species, cultivar or tissue-type and is routinely
used to transform C. roseus cells. Nevertheless, the current
protocol of C. roseus cell transformation using biolistic
(van der Fits and Memelink 1997; Hilliou et al. 1999;
Montiel et al. 2007) results in only a relatively low number
of transiently transformed cells that do not allow studying
Fig. 6 Subcellular localization of G10H in C20A C. roseus cells.
Cells were transiently transformed with the G10H-GFP pSCA-
cassette GFPi plasmid in association with a ﬂuorescent nuclei stain
(DAPI) (a–d), an endoplasmic reticulum (ER) marker (YFP-HDEL)
(e–l) and with a plastid/stromule marker (HDS-YFP pSCA-cassette-
YFPi plasmid) (m–p). Co-localization of two ﬂuorescence signals
appeared in yellow while merging two individual (green/red) false
colour images. The morphology is observed with differential inter-
ference contrast (DIC). OSER organized smooth endoplasmic retic-
ulum. Bars 10 lm
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Fig. 7 Functional characterization of the ER anchoring helix of
G10H in C. roseus cells. a–h C20A chlorophyll-free cells were
transiently co-transformed with the spG10H-GFP pSCA-cassette-
GFPi and with an endoplasmic reticulum (ER) marker (YFP-HDEL).
i–o The DspG10H-YFP pSCA-cassette YFPi plasmid was
subsequently used for the transient transformation of C20A cells
and CR6 chlorophyll-containing cells. Co-localization of two ﬂuo-
rescence signals appeared in yellow while merging two individual
(green/red) false colour images. The morphology is observed with
differential interference contrast (DIC). Bars 10 lm
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efﬁciently the subcellular localization of proteins. As a
consequence, in a ﬁrst step we developed an optimized
protocol of particle bombardment that leads to a*12-fold
increase of the number of transiently transformed cells
irrespective to the strains (C20A, C20D and CR6) by
adjusting DNA and particle preparation, cell culture con-
ditions and particle bombardment parameters, as compared
to the original protocol of biolistic transformation of
C. roseus cells.
After validating the use of the optimized biolistic tran-
sient transformation and epiﬂuorescence microscopy to
identify distinct subcellular compartments in C. roseus
cells by bombardment of plasmids encoding distinct ﬂuo-
rescent organelle markers (Fig. 3), we have applied the
strategy of GFP imaging to characterize the subcellular
localization of the MEP pathway enzyme, HDS. Transients
transformation of C. roseus cells with a HDS-GFP con-
struct allowed observing the accumulation of the fusion
protein in the stroma of plastids as previously reported by
immunolocalization (Oudin et al. 2007). In addition, we
also noticed the accumulation of HDS in long stroma
protrusions named stromules in close vicinity of mito-
chondria (Fig. 4a–l) and ER as observed using co-trans-
formation of the ‘‘ER’’-GFP and ‘‘plastid’’-YFP markers
(Fig. 3m–p). Moreover, using anti-HDS immunogold
labelling, we also detected the accumulation of HDS within
chloroplasts and stromules of C. roseus young leaf IPAP
cells, and the close association between stromules and
mitochondria or ER (Fig. 5a–g). Stromules are long
stroma-ﬁlled thylakoid-free extensions budding from
plastids in a cell-speciﬁc manner and under certain devel-
opmental conditions (Gray et al. 2001; Kwok and Hanson
2004; Waters et al. 2004; Natesan et al. 2005; Holzinger
et al. 2007). They are most often found in non-green tissues
such as petals, roots or etiolated hypocotyls but also
commonly found in cell suspension cultures while they are
rarely found on chloroplasts from mesophyll cells (Ko¨hler
and Hanson 2000). The physiological function of stromules
has not been clearly characterized to date. Nevertheless, as
stromules establish close association with other organelles
such as nucleus, endoplasmic reticulum, or mitochondria
(Hanson and Kwok 2004; Natesan et al. 2005; Holzinger
et al. 2007), they are predicted to have potential function in
interorganelle metabolic exchanges (Ko¨hler et al. 1997;
Waters et al. 2004; Natesan et al. 2005). Interestingly, two
previous studies based on the subcellular localization of
HDS using GFP imaging failed to detect the accumulation
of the fusion protein within stromules (Querol et al. 2002;
Hsieh et al. 2008). This is also the case for several other
MEP pathway enzymes studied using immunolocalization
or GFP imaging (Lois et al. 2000; Araki et al. 2000;
Bouvier et al. 2000; Carretero-Paulet et al. 2002; Hans
et al. 2004; Kim et al. 2006a, b, 2008; Yamasaki and
Akimitsu 2007; Ahn and Pai 2008; Phillips et al. 2008;
Okada et al. 2008; Zhang et al. 2008; Yoonram et al. 2008).
To our knowledge, only two other MEP pathway locali-
zation studies published so far provided some evidence of
the presence of a MEP pathway stroma-accumulating
enzyme within stromules for 1-deoxy-D-xylulose 5-phos-
phate reductoisomerase (DXR) (Hans et al. 2004) and for
isopentenyl dimethylallyl diphosphate isomerase (IDI)
(Sapir-Mir et al. 2008). Based on these results, the MEP
pathway appears to occur at least partially in stromules.
Due to the predicted function of stromules, it could be
hypothesized that this localization allows stromules to
supply other subcellular compartments with MEP pathway
products to fulﬁl terpenoid product biosynthesis. Such
hypothesis is also reinforced by the preferential budding of
stromules from plastids of IPAP cells where takes place an
active biosynthesis of terpenoid products in C. roseus aerial
organs in comparison with plastids of mesophyll cells
(Fig. 5a–h) (Burlat et al. 2004; Oudin et al. 2007).
In a last step, biolistic transient transformation in com-
bination with GFP imaging has been used to characterize
the subcellular localization of G10H, a cytochrome P450
catalysing the ﬁrst step of the monoterpenoid-secoiridoid
biosynthetic pathway in C. roseus. Transient transforma-
tion of C. roseus cells with a G10H-GFP construct led us to
clearly identify the cortical ER localization of the fusion
protein (Fig. 6a–h) in agreement with the presence of a
predicted 20-residue transmembrane helix at the N-termi-
nal end of G10H (Supplemental data 2a–c). In half of the
observed cells, ER globular structures were also observed
(Fig. 6i–l). This kind of structures is typical of organized
smooth ER (OSER) observed in response to elevated levels
of speciﬁc anchored ER protein and could be a conse-
quence of low afﬁnity interactions between G10H-GFP
fusion proteins caused by the overexpression driven by the
CaMV35S promoter (Snapp et al. 2003). Furthermore, the
ER localization of G10H was reinforced through the
characterization of the putative anchoring domain located
at the N-terminal end of G10H. Fusion of this domain to
GFP (spG10H-GFP; Fig. 7a–h) and deletion from G10H
(DspG10H-YFP; Fig. 7i–o) clearly establish that this
20-residue transmembrane helix is necessary and sufﬁcient
to drive the ER anchoring of G10H. Albeit a cytochrome
P450 has been already localized to the tonoplast (Xu et al.
2006), our results are in contradiction with the previous
G10H characterization published so far that described
G10H as a (pro) vacuolar membrane enzyme (Madyastha
et al. 1976) but are in agreement with the classical cyto-
chrome P450 subcellular localization (Schuler and Werck-
Reichhart 2003). On the basis of this model, it could be
hypothesized that G10H is anchored to the ER membrane
by the N-terminal transmembrane helix leading to expose
the carboxy-terminal tail to the cytosol. This ER
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localization is also consistent with the subcellular locali-
zation of the cytochrome P450 reductases transferring
electrons to cytochrome P450 enzymes and that are
exclusively localized to ER (Ro et al. 2002). As observed
for the co-transformation of the ‘‘ER’’-GFP and ‘‘plastid’’-
YFP markers (Fig. 3m–p), the co-transformation of G10H-
GFP and HDS-YFP constructs allowed to visualize a close
association between cortical ER and stromules that could
represent a preferential way to export MEP pathway pro-
ducts to ER-anchored enzyme such as G10H (Fig. 6m–p).
In a similar way, the deletion of the transmembrane helix
of G10H led to the accumulation of the DspG10H-YFP
fusion proteins into small aggregates surrounding plastids
(Fig. 7i–o). In turn, this peculiar localization could be due
to the concentration of the fusion proteins in the vicinity of
plastid terpenoid exporting sites as a consequence of its
inability to anchor to ER. Alternatively, it could also be
caused by an interaction of G10H with a protein regulating
cytochrome P450 enzyme activity such as cytochrome b5
that has already been localized to plastid membranes (de
Vetten et al. 1999; Maggio et al. 2007). Further work
would be required to decipher the functional relevance of
this delocalization.
In conclusion, we provided in this work an optimized
protocol of biolistic-mediated transient transformation of
C. roseus cells, which allows obtaining a high number of
transformed cells. On the basis of this protocol, a GFP
imaging strategy has been applied to characterize the
subcellular targeting of HDS and G10H to plastids/strom-
ules and to ER membrane within C. roseus cells. Such
approach will be very useful to complete the character-
ization of the subcellular organization of the C. roseusMIA
biosynthetic pathway in the future.
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Chapitre II 
 
Compartimentalisation cellulaire et subcellulaire des étapes précoces 
de la voie de biosynthèse des AIM de Catharanthus roseus : 
localisation des enzymes de la voie MEP  
 
Présentation et synthèse des résultats 
 L’IPP et le DMAPP incorporés au sein du précurseur monoterpénique des AIM de C. 
roseus proviennent de la voie MEP (Contin et al., 1998). Une connaissance fine de la 
compartimentalisation de cette voie, tant à l’échelle cellulaire qu’à l’échelle subcellulaire, 
constitue de ce fait un enjeu majeur dans la compréhension des mécanismes impliqués dans la 
régulation de la synthèse des AIM. A l’échelle cellulaire, l’organisation de cette voie a été 
partiellement établie via des travaux émanant du laboratoire et montrant, par des approches 
d’hybridation d’ARN in situ, l’expression préférentielle des gènes codant la DXS, DXR, 
MECS et HDS au sein des cellules du PAPI des organes aériens (Burlat et al., 2004 ; 
Courdavault et al., 2005b, Lemenager et al. 2005 ; Oudin et al., 2007). A l’échelle 
subcellulaire, la localisation des enzymes de la voie MEP a été largement étudiée et 
démontrée comme plastidiale chez de nombreuses espèces végétales, via l’utilisation 
d’approches expérimentales distinctes incluant notamment l’imagerie GFP comme illustré par 
Hsieh et al. (2008). Toutefois, il est à noter que la grande majorité de ces études sont basées 
sur des fusions de séquences codantes partielles des enzymes aux protéines fluorescentes bien 
que ceci soit potentiellement générateur d’artefact de localisation comme nous l’avons détaillé 
dans l’introduction de ce manuscrit. Chez C. roseus, seules des informations de localisation 
relative à HDS étaient disponibles, incluant celles obtenues par immnuomarquage (Oudin et 
al., 2007) et complétées par les résultats obtenus par imagerie GFP comme décrit dans le 
chapitre précédent (Guirimand et al., 2009). Dans ce contexte, mon travail a consisté à 
poursuivre les études d’organisation cellulaire et subcellulaire de la voie MEP chez C. roseus, 
via une étude exhaustive de ses enzymes et en employant des approches expérimentales 
moins sujettes à artefacts de localisation. Sur les huit enzymes constituant la voie MEP (en 
incluant donc IDI), seules quatre avaient été caractérisées dans notre modèle. Dans un premier 
temps, ceci a donc nécessité la poursuite du clonage des séquences codantes du reste des 
enzymes de la voie (CMS, CMK, HDR et IDI) par des approches RT-PCR utilisant des 
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amorces dégénérées (travail auquel j’ai contribué dans le cadre dans un stage à caractère non 
obligatoire de Master I). De plus, la caractérisation d’un ADNc partiel d’une seconde 
isoforme de DXS (DXS2), obtenu par le Pr. Johan Memelink (Institute of Biology, Clusius 
Laboratory, Université de Leiden, Pays-Bas) a été menée à son terme. Suite à la validation 
fonctionnelle de ces cinq séquences par complémentation bactérienne, leur profil d’expression 
cellulaire a été analysé dans le cadre la thèse de S. Mahroug (Mahroug, 2006) démontrant 
l’expression préférentielle au sein des cellules du PAPI. Dans ce contexte, le travail engagé au 
cours de cette thèse s’est focalisé sur la localisation et l’organisation subcellulaire des neuf 
enzymes, via des approches d’imagerie GFP. Les patrons de localisation des protéines de 
fusion, intégrant soit la séquence codante dans son intégralité, soit son unique peptide de 
transit dans certains cas, soit sous forme de fusion interne à la GFP ont été établis afin d’éviter 
les écueils de localisation causés par exemple par les phénomènes de masquage de séquence 
d’adressage. De façon remarquable, les enzymes DXS, DXS2 et DXR ont ainsi pu être 
localisées au niveau d’un compartiment spécifique des plastes : les plastoglobules, 
contrairement aux résultats de la littérature qui décrivaient ces enzymes comme soluble dans 
les plastes. Les autres enzymes de la voie, de CMS à HDR, présentent quant à elle un patron 
de localisation diffus dans le stroma incluant les stromules, à l’instar de ce qui a été décrit 
dans le chapitre précédent pour l’enzyme HDS. L’étude de la localisation subcellulaire de 
l’enzyme IDI a quant à elle révélé un adressage multiple de cette enzyme vers 3 
compartiments distincts, reposant sur l’existence de deux transcrits de tailles différentes (une 
forme longue et une forme courte) mis en évidence par 5’RACE, comme chez A. thaliana 
(Phillips et al., 2008b). La forme longue d’IDI est adressée vers 2 compartiments 
simultanément : le stroma (incluant les stromules) des plastes et les mitochondries, selon des 
modalités de double-adressage. La forme courte, quant à elle, est exclusivement adressée aux 
péroxysomes du fait de la présence d’une séquence d’adressage de type PTS1 à l’extrémité C-
terminale de la protéine, rendue fonctionnelle lorsque la GFP est fusionnée en position 
centrale (fusion interne) et uniquement lorsque la GFP est encadrée par des «espaceurs » 
permettant certainement une conformation tridimensionnelle favorable à la reconnaissance et 
à la prise en charge du motif d’adressage aux peroxysomes (Sapir-Mir et al., 2008). 
L’originalité principale des nos résultats par rapport à ceux de Sapir-Mir et al. (2008) réside 
dans le fait que cet adressage d’isoformes d’IDI dans trois organites (plastes, mitochondries, 
péroxysome) est le fait d’un gène unique chez C. roseus. 
En plus de la localisation subcellulaire des enzymes de la voie MEP nous avons 
également étudié par une approche de BiFC, leur capacité d’auto-interaction au sein des 
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plastes, dans la mesure où de nombreuses études suggéraient l’existence de ce type de 
phénomènes. Les résultats de cette étude nous ont ainsi permis d’établir que l’ensemble de ces 
enzymes sont capables de former des homo-oligomères dans leurs compartiments d’adressage 
respectifs.  
L’ensemble des résultats de cette étude a ainsi permis d’établir un modèle exhaustif et 
intégré de la compartimentalisation cellulaire et subcellulaire des enzymes de la voie du MEP 
chez C. roseus, présenté ci-après sous la forme d’une version de travail d’un manuscrit avant 
soumission, constituant le second chapitre de cette thèse. 
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Introduction 
Isoprenoids, also called terpenoids, constitute 
a large and highly diverse family of natural products, 
comprising circa 30,000 distinct compounds in plants. 
Besides acting in primary metabolism for instance as 
photosynthetic pigments, hormones or redox cofactors, 
isoprenoids also include secondary metabolites 
involved in pollinator attraction as well as plant 
defense against pathogens and herbivores (Bouvier et 
al., 2005; Gershenzon and Dudareva, 2007). 
All isoprenoids are synthesized via the head-
to-tail condensation of the five-carbon precursors, 
isopentenyl diphosphate (IPP) and its allylic isomer 
dimethylallyl diphosphate (DMAPP, McGarvey and 
Croteau, 1995). Plants possess the singular 
characteristic to produce both IPP and DMAPP via two 
distinct biosynthetic pathways: the classical mevalonic 
acid (MVA) pathway, studied for over 50 years, also 
found in animals and fungi, and the 2-C-methyl-D-
erythritol 4-phosphate (MEP) pathway, discovered in 
the 1990s, also present in most eubacteria and 
apicomplexan protozoa. In the MVA pathway, the 
biosynthesis of IPP starts with three molecules of 
acetyl-CoA, which are successively converted into IPP 
via a series of six enzymatic reactions (Miziorko, 
2011). An additional reaction of IPP isomerisation is 
required to produce DMAPP, allowing in turn the 
synthesis of terpenoid compounds via the condensation 
of IPP and DMAPP (Gershenzon and Kreis, 1999). By 
contrast, the MEP pathway produces both IPP and 
DMAPP through seven enzymatic reactions initiating 
with the synthesis of 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate 
(DXP), catalyzed by DXP synthase (DXS) using 
pyruvate and glyceraldehyde 3-phosphate as substrates 
(Fig. 1). DXP is sequentially converted into MEP by 
DXP reductoisomerase (DXR), and then into 4-
(cytidine 5’diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol (CDP-
ME) following the addition of cytidine triphosphate 
catalyzed by CDP-ME synthase (CMS). This metabolic 
intermediate is phosphorylated by CDP-ME kinase 
(CMK) to form CDP-ME 2-phosphate and then 
cyclized after loss of the cytidyl group yielding 2-C-
methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate (ME-cPP) in 
a reaction catalyzed by ME-cPP synthase (MECS). The 
penultimate step of the MEP pathway relies on the 
synthesis of (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl 
diphosphate (HMBPP) catalyzed by HMBPP synthase 
(HDS) while the final step, catalyzed by HMBPP 
reductase (HDR), involves the reduction of HMBPP to 
give a 6:1 mixture of IPP and DMAPP (Rohdich et al., 
2003). This unbalanced ratio implicates an additional 
reaction of IPP isomerisation catalyzed by type I IPP 
isomerase (IDI) to optimize the relative amount of the 
precursors and to fulfill an efficient biosynthesis of 
isoprenoids. In flowering plants, most of these enzymes 
are encoded by single-copy genes except for IDI and 
DXS. IDI displays two isoforms encoded by distinct 
genes (Campbell et al., 1998; Cunningham and Gantt, 
2000; Nakamura et al., 2001) (At5g16440 for IDI1 and 
At3g02780 for IDI2 in Arabidopsis thaliana, for 
example) and DXS is encoded by a small gene family 
(Walter et al., 2002; Phillips et al., 2007, Cordoba et 
al., 2011). The DXS family has been clustered in two 
related gene groups: Group I-DXS including 
housekeeping genes (Kim et al., 2005) and Group II-
DXS including genes associated with plant defense and 
secondary metabolism (Okada et al., 2007, Phillips et 
al., 2007). Recent phylogenetic analyses also suggest 
the existence of a third group, conserved among plants, 
which could also explain the absence of Group II-DXS 
isoforms in A. thaliana (Cordoba et al., 2011). 
Albeit some exchange could occur between 
MVA and MEP pathways (Nagata et al., 2002; 
Hemmerlin et al., 2003), the precursors synthesized by 
each pathway give rise to specific end-products, 
namely phytosterols, sesquiterpenes, tripernes and the 
side-chain of ubiquinone for the MVA pathway 
(Bouvier et al., 2005) and monoterpenes, diterpenes, 
carotenoids as well as the side-chain of chlorophylls 
and tocopherols for the MEP pathway (Rodríguez-
Concepción and Boronat, 2002). The discrepancy in 
the fate of the two pools of isoprenoid precursors 
mainly relies on the physical separation of both the 
MVA and MEP pathways, at the cellular and 
subcellular levels. To date, data regarding the cellular 
localization of the MVA pathway is sparse. Indeed, the 
recent characterization of the leaf epidermome of 
Catharanthus roseus highlights the enrichment of 
expressed sequence tags encoding MVA pathway 
enzymes in epidermal fractions suggesting that the 
MVA is preferentially located to the leaf epidermis. By 
contrast, the characterization of the MEP pathway 
cellular localization is more documented. In A. 
thaliana), DXS::GUS and DXR::GUS expression has 
been principally located to vascular tissues and, to a 
lesser extent, to the mesophyll zones (Carretero-Paulet 
et al., 2002). A restricted MEP pathway gene 
expression has also been observed in specialized cells 
including the internal phloem associated parenchyma 
(IPAP) of C. roseus aerial organs (Burlat et al., 2004; 
Courdavault et al., 2005; Lemenager et al., 2005; 
Oudin et al., 2007), the irregular parenchymic cells 
surrounding the secretory cavities in Citrus jambhiri 
(Yamasaki et Akimitsu, 2007), as well as the secretory 
cells of trichomes from various Lamiaceae species 
(Lange et al., 1998; Lange and Croteau, 1999; Xie et 
al., 2008). In addition, the characterization of the 
distribution of HDS in C. roseus aerial organs by 
imunolocalization has revealed that besides the high  
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Figure 1. The 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) pathway yielding isopentenyl diphosphate (IPP) 
and its allylic isomer dimethylallyl diphosphate (DMAPP). DXS, 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate (DXP) 
synthase; DXR, 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate (DXR); CMS, 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate synthase; 
CMK, 4-(cytidine 5’diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol kinase; MECS, 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-
cyclodiphosphate synthase; HDS,  (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase; HDR, (E)-4-hydroxy-
3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase; IDI, isopentenyl diphosphate isomerase. 
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amount of HDS accumulated in IPAP, low levels could 
also be detected in epidermis and mesophyll, 
suggesting a wider MEP pathway distribution (Oudin 
et al., 2007). The compartmentalization of both MVA 
and MEP pathways also occurs at the subcellular level. 
Indeed, the MVA pathway was first described as being 
cytosolic as illustrated by the demonstration of the 
cytosolic localization of hydroxyl-3-methylglutaryl 
(HGM)-CoA synthase and by the endoplasmic 
reticulum-anchoring of HMG-CoA reductase (Campos 
and Boronat, 1995; Nagegowda et al., 2005). This 
classical view has been recently challenged by the 
peroxisomal localization of one isoform of the first 
enzyme of the MVA pathway and of the two IDI 
isoforms in A. thaliana (Reumann et al., 2007; Sapir-
Mir et al., 2008). This compartmentalization was 
definitely confirmed by the localization in peroxisomes 
of the phosphomevalonate kinase and mevalonate 
decarboxylase (the two last enzymes of the MVA 
pathway) of A. thaliana and C. roseus highlighting in 
turn the pivotal role of this subcellular compartment for 
the MVA pathway (Simkin et al., 2011). The MEP 
pathway also displayed a high degree of 
compartmentalization with a specific targeting of the 
enzymes to plastids as established by green fluorescent 
protein (GFP) fusion studies for the whole pathway 
enzymes including IDI in A. thaliana (Carretero-Paulet 
et al., 2002, Querol et al., 2002, Hiesh et al., 2008, 
Okada et al., 2008, Phillips et al., 2008a) as well as, for 
example, DXS in Lycopersicon esculentum (Lois et al., 
2000) or in Glycine max (Zhang et al., 2009),  HDR in 
Ginkgo biloba (Kim et al.,  2008a) or Pinus densiflora 
(Kim et al., 2009). These results have been confirmed 
by other experimental approaches including organelle 
fractionation for HDR in A. thaliana (Hsieh and 
Goodman, 2005) and immunolabelling for DXR and 
HDR in A. thaliana (Carretero-Paulet et al., 2002; 
Hsieh and Goodman, 2005) and for HDS in C. roseus 
(Oudin et al., 2007; Guirimand et al., 2009). This is 
also consistent with the presence of chloroplast transit 
peptides (TP) at the N-terminal end of the MEP 
pathway enzymes as identified by the subcellular 
localization predicting softwares (Table I). 
Interestingly, computational analysis performed in 
different plant species also suggest that both DXS and 
DXR orthologs have a bipartite N-terminal transit 
peptide, which consist of a plastidial stroma TP 
followed by a thylakoid lumen TP (Krushkal et al., 
2003, Phillips et al., 2007; Fung et al., 2010). Albeit 
not experimentally validated, this could suggest the 
existence of a subplastidial compartmentalization of 
MEP pathway enzymes, including a targeting of both 
DXS and DXR to thylakoids. In addition, most of the 
subcellular localization studies described the MEP 
pathway enzymes as soluble in the stroma but did not 
take into account plastid ultrastructure including for 
instance the long stroma-filled chlorophyll-free 
protusion budding named stromules (Gray et al., 2001). 
However, stromules may house MEP pathway enzymes 
as demonstrated for DXR and IDI using GFP fusion 
proteins (Hans et al., 2004; Sapir-Mir et al., 2008) as 
well as for HDS using a combination of GFP imaging 
and immunogold labeling (Guirimand et al., 2009).  
All these considerations highlight the fact that 
the subcellular characterization of the MEP pathway 
remains incomplete especially because it relies on 
results from different technical approaches for distinct 
enzymes in different plant species. To date, to the best 
of our knowledge, only one study described a quasi 
systematic analysis performed using GFP fusion 
proteins in A. thaliana (Hsieh et al., 2008) using the 
sole TP of the MEP pathway enzymes excluding, as a 
consequence, the pseudo mature part of the proteins 
and their potential targeting sequences. However, 
taking into account such sequences is crucial and 
required the full length sequence of the protein and/or 
internal fusion of the fluorescent protein to maintain 
their accessibility as illustrated by the two-step 
elucidation of the subcellular localization of IDI in A. 
thaliana. While the two isoforms were initially located 
to plastids and mitochondria using protein fused to the 
N-terminus of GFP (Phillips et al., 2008a; Okada et al., 
2008), Sapir-Mir et al. (2008) subsequently 
demonstrated that both isoforms were also targeted to 
peroxisomes, using internal GFP fusion, leaving free 
the two extremities of IDI. In addition, albeit numerous 
studies have described a quaternary organization of the 
MEP pathway enzymes in bacteria and Plasmodium 
falciparum (Giménez-Oya et al., 2009; Hunter et al., 
2003; Rekittke et al., 2011; Steinbacher et al., 2003; 
Wolff et al., 2003, Xiang et al., 2007), only a few data 
is available for plant enzymes as exemplified with the 
elucidation of the crystal structure of A. thaliana CMS 
(Gabrielsen et al., 2006).  
Therefore, we engaged a systematic 
characterization of the cellular and subcellular 
localization of MEP pathway in C. roseus (Madagascar 
periwinkle) that is now widely recognized for studying 
the spatial organization of complex biosynthetic 
pathways (Kutchan, 2005; Facchini and De luca, 2008; 
Ziegler and Facchini, 2008). Besides synthesizing 
terpenoid compounds associated with primary 
metabolism, C. roseus also produces terpenoid derived 
secondary metabolites, originating from the MEP 
pathway and including the monoterpene indole 
alkaloids (MIA), which have been recently 
demonstrated to act in plant defense against predators 
(Guirimand et al., 2010, Roepke et al., 2010). On the 
basis of our previous results initiating the description 
of the spatial organization of the C. roseus MEP 
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pathway (Burlat et al., 2004, Courdavault et al., 2005, 
Lemenager et al., 2005; Oudin et al., 2007, Guirimand 
et al., 2009), we report on the integrated 
characterization of the architecture of this pathway, by 
combining (1) the cloning of cDNA encoding 
unidentified C. roseus MEP pathway orthologs (2) the 
detection of transcripts in young leaves by RNA in situ 
hybridization (3) the subcellular localization of the 
enzymes via full-length GFP-tagging and internal GFP 
fusions (4) the analysis of MEP pathway enzyme 
interaction using bimolecular fluorescent 
complementation (BiFC) assays. This led us to draw a 
model of the MEP pathway compartmentalization in C. 
roseus at both the cellular and sub-cellular, shading 
light on distinct subplastidal localization for the early 
steps catalyzed by DXS and DXR versus the remaining 
part of the pathway. In addition, CrIDI displayed a 
complex post-transcriptional maturation allowing a 
multiple targeting to organelles related to both MEP 
and MVA pathways.  
 
Experimental procedures 
 
Plant material and cell culture conditions 
Mature C. roseus (L) G. Don, cultivar Pacifica Pink 
(Apocynaceae) plants grown from seeds (Ball 
Ducrettet, Thonon, France) in a green house were 
harvested in summer for microscopy fixation (RNA in 
situ hybridization experiments) and RNA extraction 
(cloning experiments and gene expression 
measurements). C. roseus cell suspensions used for 
subcellular localization studies (C20A chlorophyll-free 
cells and CR6 chlorophyll containing cells) were 
propagated in Gamborg B5 medium (Duchefa) at 24°C 
under continuous shaking (100 rpm) for 7 days (C20A 
cells) or 14 days (CR6 cells) as previously described 
(Mérillon et al., 1989; Kodja et al., 1989; Guirimand et 
al., 2009). 
 
RNA extraction and cDNA synthesis 
Plant organs were grounded in liquid nitrogen. Total 
RNAs were extracted using the NucleoSpin RNA Plant 
kit (Macherey-Nalgel, France) according to the 
manufacturer’s instructions. First-strand cDNAs were 
synthesized from 5 µg of total RNA using 500 ng of 
oligo(dT)18 primers and 15 units of Thermoscript 
reverse transcriptase (Invitrogen,) according to the 
manufacturer’s instructions. Following retro-
transcription, RNA complementary to cDNA was 
removed by treatment with E. coli RNase H 
(Invitrogen) during 20 min at 37°C.    
 
Cloning of the cDNA sequences from the C. roseus 
MEP pathway enzymes 
Amino acid sequence of CMS, CMK, HDR and IDI 
orthologs from different plant species were retrieved 
from GenBank and aligned in order to identify 
conserved regions. Degenerated primers were designed 
to amplify an internal cDNA fragment of C. roseus 
CMS, CMK and HDR while two nested primers were 
designed for the amplification of the 5’ end of the IDI 
cDNA (Supplemental Table 1). Amplifications were 
carried out using retro-transcribed RNA extracted from 
young leaves for CMS, CMK and HDR or using an 
oriented cells cDNA library as previously described 
(Guirimand et al., 2011a). The corresponding PCR 
products were purified and cloned into pGEM-T Easy 
vector (Promega, Charbonnières-les-bains, France) 
prior to sequencing. A partial cDNA of the second C. 
roseus DXS ortholog was obtained by EST sequencing. 
Analysis of the five partial cDNA sequences allowed 
designing specific primers to isolate 5’ and 3’ ends by 
PCR performed on the oriented cells cDNA library 
using the M13 reverse and T7 universal primers, 
respectively (Supplemental Table 1). After sequencing 
of the resulting PCR products, specific primers were 
designed to amplifiy the full-length open reading frame 
of the five proteins as described for partial cDNA 
cloning (Supplemental Table 1). The sequence of the 
C. roseus CMS, CMK, HDR, IDI and of the second 
otholog of DXS have been deposited at NCBI under 
Genbank accession numbers: DQ848672 (CrDXS2), 
FJ177510 (CrCMS), DQ848672 (CrCMK), DQ848676 
(CrHDR) and EU135981 (CrIDI).     
 
Protein production, DXS2, CMS, CMK, HDR E. coli 
complementation and functional characterization of 
CrIDI  
Based on ChloroP predictions of plastid transit length 
(Table 1), truncated cDNA of CrDXS2, CrCMS, 
CrCMK, CrHDR and CrIDI were amplified as 
described in Supplemental Table 2, allowing to remove 
the predicted transit peptide and to introduce restriction 
sites at both cDNA ends. Amplifications were 
performed using Pfu DNA polymerase (Promega) and 
the corresponding PCR products were cloned into 
pQE-30 (Qiagen, Courtaboeuf, France). After 
sequencing, the plasmids expressing the pseudomature 
form of CrDXS2, CrCMS, CrCMK and CrHDR were 
used in bacterial complementation assays as described 
in Supplemental Table 2 and according to the 
procedures described by Campos et al. (2001) and 
Sauret-Güeto et al. (2001). The functional 
characterization of IDI was carried out according to 
Phillips et al (2008a). 
  
Gene expression measurements (real-Time PCR 
analysis) 
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The expression of the nine genes of the C. roseus MEP 
pathway and RPS9 gene (GenBank AJ749993) was 
analyzed by real-time PCR analysis using the specific 
forward and reverse primers reported in supplemental 
Table 3. Plant organs including roots, first internodes, 
young and matures leaves, flower bud and flower, were 
grounded in liquid nitrogen and total RNA were 
extracted with RNAeasy Plant mini kit (Qiagen). Total 
RNA (1.5 µg) were treated with RQ1 RNase-free 
DNase (Promega) and used for first-strand cDNA 
synthesis by priming with oligo d(T17) (0.5 µM). 
Reverse transcription was carried out using superscript 
III RT (Invitrogen) at 50°C and  according to 
manufacturer’s instructions. Real-time PCR was run on 
an ABI Prism 7000 SDS light cycler (Applied 
Biosystems, Foster City,CA, USA) using the SYBR® 
Green I technology. Each PCR mixture was performed 
in a total reaction volume of 25 µl containing 1 µl of a 
1/3 dilution RT reaction, 0.2 µM forward and reverse 
primers and 1x MESA GREEN qPCR master mix Plus 
buffer (Eurogentec, Angers, France). The reaction was 
initiated by a denaturation step (95°C, 10 min), 
followed by 40 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 1 
min. RPS9 was used as a control gene to allow the 
normalization of the gene copy numbers in each 
sample. Each assay was performed in triplicate. Data 
correspond to average values (n = 3) ± standard 
deviation (SD). Relative transcripts levels in each 
sample are expressed as a ratio of the abundance of the 
RpS9 transcripts and normalized to the transcript level 
of young leaves that was set to one for each gene 
separately. 
 
Tissue fixation, embedding in paraffin and sectioning 
RNase-free conditions were strictly observed for all 
steps. Glassware was baked for 8 hours at 180°C and 
non-disposable plasticware was incubated 10 min in an 
aqueous 3% H2O2 solution and rinsed in DEPC-treated 
water. Leaves from mature C. roseus plants grown in 
green house were harvested in late spring / early 
summer, rapidly fixed in FAA and embedded in 
Paraplast as previously described (Burlat et al., 2004). 
Serial sections (10 µm) were spread on silane-coated 
slides overnight at 40°C, and paraffin was removed 
using xylene (twice for 15 min) before rehydration in 
an ethanol gradient series up to DEPC-treated water. 
 
RNA in situ hybridization 
The protocol used for the detection of the MEP 
pathway transcripts in C. roseus leaves has been 
previously described (Burlat et al., 2004; Mahroug et 
al., 2006). Full-length cDNAs of DXS2, CMS, CMK, 
HDR and IDI, amplified with the specific 
corresponding primers (Supplemental Table 1) and 
cloned in pSC-A amp/kan (Agilent Technologies) were 
used for the synthesis of sense and anti-sense 
digoxigenin-labelled RNA probes. For DXS, DXR, 
MECS, HDS and G10H, the previously described 
plasmids were used for the transcription of riboprobes 
(Burlat et al., 2004; Oudin et al., 2007). Following 
prehybridization, hybridization of the digoxigenin-
labelled probes and washing, the riboprobes were 
immunodetected using a sheep anti-digoxigenin Fab 
fragments-alkaline phosphatase conjugate (Roche), and 
the conjugates were visualized using an overnight 
incubation in the nitro blue tetrazolium chloride 
(NBT)/5-bromo 4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) 
chromogenic substrate. 
 
5’RACE cloning 
12 µg of RNA extracted from C. roseus young leaves 
were retro-transcribed by Thermoscript reverse 
transcriptase (15U) using primer 5’RACE-IDI1 (5’-
GTTCATGCTCTCCCCATATCCCAT-3’). RNA 
complementary to the cDNAs was then removed by 
treatment with E. coli RNase H (Invitrogen) during 20 
min at 37°C and the cDNAs were purified using the 
NucleoSpin Extract II kit (Macherey-Nalgel) according 
to the manufacturer’s instructions. Total RNA was then 
removed by treatment with RNase A (Sigma) and the 
reaction product purified using the NucleoSpin Extract 
II kit. A homopolymeric tail of cytosine was 
subsequently added at the 3’end of the resulting 
cDNAs using Terminal deoxinucleotidyl Transferase 
(Roche) according to the manufacturer’s instructions. 
Unincorporated nucleotides and enzyme were removed 
by purification using the NucleoSpin Extract II kit and 
the purified cDNAs used as matrix for nested PCR 
using oligo(dG)18 primers and nested gene-specific 
primers 5’RACE-IDI2 (5’-
TGAACTCATCTACTGGGACATCTTCAG-3’) and 
5’RACE-IDI3 (5’-
GATGGCTGCAGCATGTGTTTGTC-3’). 5’RACE 
PCR products were separated onto a 2.5% agarose gel, 
excised, purified and cloned in pGEM-T easy vector 
(Promega) prior to sequencing. 
 
Bioinformatic sequence analysis 
The predictions of protein subcellular localization were 
performed using PSORT (http://psort.ims.u-
tokyo.ac.jp/), Predotar 
(http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html), 
ChloroP 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/), 
MitoProt (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) and 
TargetP 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) 
softwares.  
 
GFP and YFP constructs for MEP pathway enzymes 
localization studies 
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Enzyme Identity PSORT Predotar ChloroP MitoProt TargetP 
DXS  
74% 
64% 
41% 
ER (membrane)   0.550 
Peroxisome          0.102 
ER (lumen)          0.100 
P       0.45 
M      0.01 
E       0.51 
Y (0.509) 
35 residues 
0.636 
37 residues 
cTP (0.375) 
mTP (0.217) 
DXS2  
65% 
56% 
34% 
P (stroma)            0.570 
M (matrix)           0.475 
Cyto                     0.450 
P       0.91 
M      0.06 
E       0.08 
Y (0.565) 
62 residues 
0.327 
16 residues 
cTP (0.849) 
mTP (0.301) 
DXR 89% 
P (stroma)            0.520 
Cyto                     0.450 
M (matrix)           0.360 
P       0.30 
M      0.01 
E       0.69 
Y (0.509) 
83 residues 
0.596 
66 residues 
cTP (0.303) 
mTP (0.049) 
CMS  76% 
P (stroma)            0.865 
P (thy mb)            0.515 
P (thy space)        0.461 
P       0.07 
M      0.20 
E       0.71 
Y (0.576) 
66 residues 
0.5259 
Not 
predictable 
cTP (0.932) 
mTP (0.083) 
CMK  75% 
P (stroma)            0.899 
P (thy mb)            0.595 
P (thy space)        0.595 
P       0.84 
M      0.01 
E       0.16 
Y (0.582) 
57 residues 
0.949 
59 residues 
cTP (0.895) 
mTP (0.084) 
MECS  85% 
Plasma mb           0.700 
P (thy mb)            0.547 
M (inner mb)       0.415 
P       0.97 
M      0.03 
E       0.03 
Y (0.582) 
55 residues 
0.5829 
58 residues 
cTP (0.955) 
mTP (0.024) 
HDS 87% 
ER (lumen)          0.850 
Plasma mb           0.790 
Peroxisome          0.300 
P       0.66 
M      0.02 
E       0.33 
Y (0.526) 
40 residues 
0.009 
18 residues 
cTP (0.496) 
mTP (0.098) 
HDR  79% 
M (matrix)           0.850 
Peroxisome          0.322 
Nucleus                0.300 
P       0.80 
M      0.02 
E       0.20 
Y (0.530) 
34 residues 
0.104 
Not 
predictable 
cTP (0.827) 
mTP (0.129) 
IDI  89% 88% 
P (stroma)            0.928 
M (matrix)           0.595 
P (thy mb)            0.595 
P       0.89 
M      0.11 
E       0.10 
Y (0.582) 
77 residues 
0.922 
18 residues 
cTP (0.779) 
mTP (0.062) 
 
Table 1. Identity of the Catharanthus roseus MEP pathway enzymes excluding transit peptides with the 
corresponding Arabidopsis thaliana orthologs and prediction of subcellular localization. DXS (CAA09804, 
Chahed et al., 2000); DXS2 (ABI35993, this work); DXR (AAF65154, Veau et al., 2000), CMS (ACI16377, this 
work); CMK (ABI35992, this work); MECS (AAF65155, Veau et al., 2000), HDS (AAO24774, Oudin et al., 
2007); HDR (ABI30631, this work); IDI (ABW98669, this work). For DXS and DXS2, the percent of identity has 
been established with DXS/CLA1, DXSL2/DXL1, DXS3/DXL2, respectively. For IDI, the percent of identity has 
been established with AtIDI1 and AtIDI2, respectively.  For the PSORT and Predotar predictions of subcellular 
localization, the three most favorable localizations are reported with the corresponding score. For the ChloroP, 
MitoProt and TargetP predictions, the score of transit peptide presence and transit peptide length are given. cTP, 
chloroplast transit peptide; Cyto, cytoplasm; E, elsewhere; ER, endoplasmic reticulum; M, mitochondria; mb, 
membrane; mTP, mitochondria transit peptide; P, plastid; thy, thylakoid 
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Figure 2. Functional characterization of DXS2, CMS, CMK and HDR by E. coli complementation and 
measurement of IDI activity. E. coli cells of the DXS, CMS, CMK-deficient strains (A) or HDR-deficient strain 
(B) were transformed with construct expressing the pseudomature form of DXS2, CMS, CMK or HDR (HDS2 ad 
HDS3 represent two different deletion of the transit peptide) or with the original pQE30 vector as a control. After 
recovering the transformed cells on plates supplemented with 1 mM mevalonate (MVA) to rescue the lethal 
deletion, colonies were streaked on new plates with (+ MVA) or without MVA (- MVA) at 37°C for DXS, CMS, 
CMK (A) or on plates containing MVA with Glucose (+ Glc) or Arabinose (+ Ara) for HDR.  The functional 
activity of IDI was evaluated by the measurement of the catalytic conversion of IPP into DMAPP as described by 
Phillips et al. (2008a). 
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Plasmids expressing GFP and/or YFP fusion proteins 
of the MEP pathway enzymes including their 
orientation or truncated variants were constructed using 
the plasmids and the procedures previously described 
(Guirimand et al., 2009). Details on primers and on 
cloning procedures are listed in supplemental Table 4 
for full-length fusion, in supplemental Table 5 for the 
fusion including the first 100 residues of the DXS, 
DXS2, DXR and HDS, in supplemental Table 6 for 
DXR and HSD internal YFP fusions and in 
supplemental Table 7 for IDI fusions.   
 
BiFC assays of MEP pathway enzyme self-interaction 
For the analysis of MEP pathway enzymes self-
interaction, BiFC assays were conducted using the 
pSPYNE(R)173 and pSPYCE(MR) plasmids (Waadt et 
al., 2008) allowing the expression of all MEP pathway 
enzymes fused to the C-terminus of the split-YFP 
fragments, and the pSCA-SPYNE173 and pSCA-
SPYCE(M) plasmids (Guirimand et al., 2011b) for the 
expression of fusion proteins with the split-YFP N-
terminal end. Negative control constructs allowing the 
targeting of the split-YFP fragments to plastids were 
generated by cloning the HDS TP (amplified with 
primers HDS-GFP-AS and   peptideL-HDSrev, 
supplemental Table 5) at the 5’ end of the coding 
sequence of the N-terminal (YFPN, amino acids 1-173) 
and C-terminal (YFPC, amino acids 156-239) 
fragments of YFP, in the XbaI restriction site of 
pSPYNE(R)173 and pSPYCE(MR), to produce the 
pSPYNE(R)173-TP and pSPYCE(MR)-TP plasmids. 
For each enzyme, cDNA amplified using specific 
primers (Supplemental Table 8) were cloned in frame 
with the 5’ of the coding sequence of YFPN and YFPC, 
amino acids 156-239) fragments of YFP in the pSCA-
SPYNE173 and pSCA-SPYCE(M) plasmids. This led 
to the production of two distinct fusion proteins for 
each enzyme as for example DXS-YFPN and DXS-
YFPC for DXS. For HDS, additional constructs were 
generated by cloning the pseudo mature part of the 
protein (amplified using primers HDS-C-for2 and 
HDS-GFP-AS, supplemental table 6) in the SpeI 
restriction site of pSPYNE(R)173-TP and 
pSPYCE(MR)-TP, to express the TP-YFPN-HDS and 
TP-YFPC-HDS proteins. 
 
Organelle markers 
For the identification of the subcellular compartments 
that accumulate the fusion proteins, a set of organelle 
markers was used in co-transformation experiments 
with the MEP pathway enzyme constructs. The 
“plastid”-mcherry (CD3-1000) and “plastid”-CFP 
markers (CD3-994), “mitochondria”-mcherry (CD3-
992) and “mitochondria”-CFP markers (CD3-986), and 
the “peroxisome”-CFP marker, described by Nelson et 
al. (2007) were obtained from the ABRC 
(http://www.arabidopsis.org).The mcherry-GUS 
cytosolic marker and the mcherry nucleocytosolic 
marker were described previously (Guirimand et al., 
2011b). For plastid subcompartment markers, the 
CAB1 (chlorophyll a/b binding protein 1, At1g29930), 
TIC40 (translocon at the inner envelope of 
chloroplasts, At5g16620), CCD4 (carotenoid cleavage 
dioxygenase 4, At4g19170, as described) proteins of A. 
thaliana were used as marker of thylakoid, inner 
membrane of plastid and plastoglobules, respectively. 
The plastoglobule localization of CCD4 has been 
previously demonstrated by Vidi et al. (2006) and 
Ytterberg et al. (2006). The coding sequence of the 
three proteins was amplified using specific primers 
(Supplemental table 9) and retro-transcribed RNA 
extracted from A. thaliana as matrix, and subsequently 
cloned into the pSCA-cassette-CFPi plasmid 
(Guirimand et al., 2011a). 
 
Cells transformation and epifluorescence microscopy 
Transient transformation of C. roseus cells by particle 
bombardment and fluorescence protein imaging and 
BiFC were performed following the procedures 
previously described (Guirimand et al. 2009, 2010). 
Briefly, C. roseus cells plated onto solid culture 
medium were bombarded with gold DNA coated 
particles (1 µm) and 1,100 psi rupture disk at a 
stopping-screen-to-target distance of 6 cm, using the 
Bio-Rad PDS1000/He system. Cells were cultivated 
during 15 h to 48 h and the protein subcellular 
localization was determined using an Olympus BX-51 
epifluorescence microscope equipped with an Olympus 
DP-71 digital camera. Details on the combination of 
filter sets used for each application are given in 
supplemental Table 10. The morphology of the 
transformed cells was observed with differential 
interference contrast (DIC). The pattern of localization 
presented for each protein is representative of circa 100 
observed cells. 
 
Results 
1. Isolation of C. roseus cDNA encoding a second 
DXS isoform, CMS, CMK, HDR and IDI 
 
We first engaged the cloning of cDNAs encoding 
CMS, CMK, HDR and IDI since these enzymes had 
not been isolated in C. roseus at the beginning of this 
work. Partial cDNAs encoding each enzyme were 
cloned from a C. roseus cDNA mixture using 
degenerate primers. The corresponding full-length 
coding sequences were subsequently isolated from an 
orientated C. roseus cell cDNA library with specific 
primers. A similar approach was also used to isolate a 
second isoform of DXS on the basis of a partial cDNA  
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Figure 3. Comparative analysis of MEP pathway transcript levels as determined by real-time RT-PCR 
analyses from different C. roseus organs. Total RNA was extracted from root (R), young leaves (YL), mature 
leaves (ML), first internodes (IN), flower buds (FB) and mature flower (F) and subjected to reverse transcription. 
Transcript levels for MEP pathway genes and RPS9 were determined by real-time PCR using gene-specific 
primers. MEP pathway gene expression levels were normalized using RPS9. The transcript level of young leaves 
was individually set to “1” for the nine genes.  
Résultats et Discussion Chapitre II
Thèse de Doctorat G. Guirimand 134
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. Co-expression of the MEP pathway genes in internal phloem associated parenchyma (IPAP) cells 
of C. roseus young leaves. Paraffin-embedded serial sections of young leaves were hybridized with digoxigenin-
labelled transcripts, which were subsequently localized with anti-digoxigenin-alkaline phosphatase conjugates 
followed by nitro blue tetrazolium chloride (NBT)/5-bromo 4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) color 
development. Hybridization of the geraniol 10-hydroxylase (G10H) transcripts was used as a positive control. The 
anti-sense (AS) probes used for RNA labeling (A-J) and control hybridization with sense (S) RNA probes (K-T) 
are mentioned on the figure. Bars: 100 µm. 
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previously obtained. The deduced amino acid 
sequences of the five enzymes display a high degree of 
identity with the corresponding A. thaliana ortholog as 
shown in Table 1. In addition, the second isoform of 
DXS exhibits 69% amino acid identity with the 
previously cloned CrDXS isoform. On the basis of an 
amino acid sequence similarity tree of both C. roseus 
DXS isoforms with other plant DXS sequences, the 
two C. roseus DXS have been clustered to class 2-DXS 
sequences (Supplemental Fig. 1; Walter et al., 2002; 
Cordoba et al., 2011).  
As previously described for all plant MEP 
pathway enzymes, putative transit peptides (TP) were 
identified at the N-terminal ends of all enzymes (Table 
1). Depending on the software used for the predictions, 
either plastid- or mitochondrion-TP were potentially 
identified even though the TargetP prediction was in 
favor of a plastid targeting for each protein. The TP of 
all known DXS and DXR sequences including the C. 
roseus isoforms have been described as bipartite 
peptides allowing a possible targeting to the thylakoid 
lumen (Krushkal et al., 2003; Fung et al., 2010). The 
amino acid sequence of the TP of the second isoform 
of C. roseus DXS also displays this characteristic 
including a tandem of lysine residues in the N-domain, 
followed by hydrophobic residues in the H-domain and 
a conserved lysine residue in the C-domain 
(Supplemental Fig. 2). The presence of numerous basic 
residues in the H- and C-domains is not compatible 
with the Sec translocation pathway, suggesting that the 
import could be mediated via the ΔpH-dependent 
targeting pathway (Mori and Cline 2001). Finally, as 
previously described for the two Arabidopsis IDI 
isoforms (Sapir-Mir et al., 2008, we have also 
identified a type 1 peroxisomal targeting signal (PTS1) 
at the nearly extreme C-terminus of the C. roseus IDI 
ortholog (HKL, residues 308-310). 
In order to further validate the function of the newly 
cloned C. roseus cDNAs, DXS2, CMS, CMK and 
HDR, complementation assays were carried out in the 
E. coli strains, in which a disruption of the 
corresponding gene results in a lethal phenotype 
(Campos et al., 2001, Sauret-Güeto et al., 2003). On 
the basis of the ChloroP prediction described in Table 
1, TP-truncated versions of the four proteins were 
expressed in E. coli mutated strains using the pQE-30 
plasmid. Our results showed that each TP-truncated 
protein is able to complement the corresponding 
deficiency of E. coli mutants, therefore validating the 
biochemical activity of the C. roseus DXS2, CMS, 
CMK and HDR enzymes (Fig. 2A-B). The functional 
validation of the putative C. roseus IDI was achieved 
by analyzing the ability of the recombinant CrIDI 
protein to isomerize IPP into DMAPP. For such 
analysis, a TP-truncated version of IDI has been 
expressed in the E. coli BL21 strain and the amount of 
IPP isomerization has been measured on the protein 
extract from induced cells (Fig. 2C). All together, these 
results demonstrated the functionality of the five newly 
cloned C. roseus MEP pathway enzymes. 
 
 
2. The genes encoding C. roseus MEP pathway 
enzymes are specifically expressed in IPAP cells 
A comparative analysis by real-time RT-PCR of the 
transcript level of the nine MEP pathway enzymes was 
performed on fully developed C. roseus plants. 
Transcripts of each enzyme were detectable in all 
organs tested including young and mature leaves, 
internodes, flower buds and flowers (Fig. 3). An 
overall coordinated expression profile of all genes 
excepted DXS2 could be observed, with a high 
accumulation of transcripts in young and actively 
growing aerial organs (young leaves, flowers buds) but 
also to a lesser extend in roots and flowers, and with 
lower levels in internode and mature leaves. Such a 
general transcript distribution is in agreement with the 
high demand of IPP and DMAPP to fulfill the variety 
of MEP pathway-derived terpenoid metabolisms in 
these different organs. By contrast, the pattern of DXS2 
transcript distribution was somehow different with 
barely detectable transcripts in roots suggesting that 
DXS and DXS2 could be involved in different 
physiological processes. Subsequently, we performed 
in situ RNA hybridization of the DXS2, CMS, CMK, 
HDR and IDI transcripts on serial sections from young 
developing leaves of C. roseus as compared to those of 
the other MEP pathway genes (DXS, DXR, MECS and 
HDS) and geraniol 10-hydroxylase (G10H). Using the 
antisense probes, the transcripts of the five enzymes 
were specifically detected in the adaxial part of the 
vascular region, corresponding to the internal phloem 
associated parenchyma (IPAP) cells (Fig. 4 A-J), as 
previously described for DXS, DXR, MECS, HDS and 
G10H (Burlat et al., 2004, Courdavault et al., 2005; 
Lemenager et al., 2005; Oudin et al., 2007). No 
significant background was observed with the 
corresponding sense probes (Fig. 4K-T). This result 
constitutes the first systematic cellular localization of 
the MEP pathway and highlights the role of IPAP as a 
major site of terpenoid biosynthesis in C. roseus leaves 
since the transcripts of the entire MEP pathway are 
highly accumulated in this tissue. In addition, it 
suggests that the IDI gene cloned in this work belongs 
preferentially to the MEP pathway since the MVA 
pathway has been proposed to be selectively expressed 
in epidermal cell of young leaves (Murata et al., 2008).  
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Figure 5. Subcellular localization of the MEP pathway enzymes in C. roseus chlorophyll-containing cells 
highlighting a distinct subplastidial compartmentalization of both DXS isoforms and DXR as compared to 
the downstream MEP pathway enzymes. C. roseus cells (CR6 strain) were transiently transformed with 
plasmids expressing MEP pathway enzymes fused to the N-terminus of GFP as indicated on the first column. The 
fluorescence emitted by GFP-fused proteins (A1-H1) was compared to chlorophyll autofluorescence (A2-H2). Co-
localization of the two signals appeared in yellow while merging the two individual (green/red) color images (A3-
H3). Cell morphology is observed with differential interference contrast (DIC, A4-H4). Bar: 10µm 
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Figure 6. Comparison of the subcellular localization of DXS, DXS2, DXR and HDS expressed as full-length-
GFP fusion proteins or as transit peptide-GFP fusion proteins. C. roseus cells were transiently transformed 
with plasmids expressing a GFP protein fused to the first 100 residues of the enzyme, encompassing the predicted 
transit peptide (tp) of DXS (tpDXS-GFP, A1-A3), DXS2 (tpDXS2-GFP, B1-B3), DXR (tpDXR-GFP, C1-C3), 
HDS (tpHDS-GFP, D1-D3), or fused to full-length DXS (DXS-GFP, A4-A6), DXS2 (DXS2-GFP, B4-B6), DXR 
(DXR-GFP, C4-C6), HDS (HDS-GFP, D4-D6).  
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Figure 7. Subcellular localization of DXR and HDS studied using internal YFP protein fusions. C. roseus 
cells were transiently transformed with plasmids expressing internal YFP fused DXR (A) and HDS (B). The 
fluorescence emitted by YFP-fused proteins (C and G) was compared to the fluorescence emitted by the plastid-
CFP marker (D and H). Co-localization of the two signals appeared in yellow while merging the two individual 
(green/red) color images (E and I). Cell morphology is observed with differential interference contrast (DIC, F and 
J). Bar: 10µm 
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Figure 8. DXS, DXS2 and DXR fused to YFP colocalize with the AtCCD4-CFP plastoglobule marker. 
Chlorophyll-containing C. roseus cells were transiently transformed with plasmids expressing the CFP-marker of 
thylakoid (CAB-CFP, A-B), inner membrane of envelope chloroplast (TIC-CFP, C-D) and plastoglobuli (CCD4-
CFP, E-F) or co-transformed with plasmids expressing the CCD4-CFP marker and the DXS-YFP fusion protein 
(G-H). Chlorophyll-free C. roseus cells were transiently transformed with plasmids expressing the CCD4-CFP 
marker and the DXS-YFP, DXS2-YFP, DXR-YFP and HDS-YFP fusion proteins. Co-localization of the two 
signals appeared in yellow while merging the two individual (green/red) color images (I, M, Q, U, Y). Cell 
morphology is observed with differential interference contrast (DIC, B, D, F, J, N, R, V, Z). Bar: 10µm 
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3. Both DXS isoforms and DXR display a punctuated 
pattern of localization within plastids while the other 
MEP pathway enzymes are widely distributed in the 
stroma including stromules 
To date, the subcellular localization of the MEP 
pathway enzymes has been widely studied in different 
plant systems and using different approaches including 
organelle fractionation, immunogold labeling or GFP 
tagging for instance. However, to the best of our 
knowledge, only one work reports on a near systematic 
localization of MEP pathway enzymes since it lacks 
the IDI localization (Hsieh et al., 2008). However, this 
analysis has been performed by creating GFP fusion 
proteins with the sole transit peptide and therefore did 
not take into account the remaining part of the protein 
in the final localization of the enzymes, which could 
lead to incomplete results (Carrie et al., 2009). 
Therefore, we engaged a complete analysis of the 
subcellular localization of the C. roseus MEP pathway 
enzymes using transient expression of full length GFP 
fused proteins.  
For all enzymes except IDI, proteins were 
fused to the N-terminal end of GFP, to maintain the 
accessibility of the TP. The resulting fusion proteins 
were transiently expressed in C. roseus chlorophyll-
containing cells. Depending on the enzyme, two 
different patterns of fluorescence were observed in 
transformed cells (Fig. 5). Enzymes catalyzing central 
and last steps of the MEP pathway, e.g. CMS to HDR, 
displayed a GFP fluorescence signal that co-localized 
with the autofluorescence of chlorophylls, 
demonstrating that these enzymes are targeted to 
plastids (Fig. 5D1-H4). The signal appeared to be 
diffuse in the stroma but also in the stromules as 
previously noticed for HDS (Guirimand et al., 2009). 
In contrast, the first two steps of the MEP pathway, 
catalyzed by either isoforms of class II DXS and by 
DXR, displayed a GFP fluorescence signal in 
punctuated aggregates within plastids (Fig. 5A1-C4). 
Albeit diffuse fluorescence signals were also observed 
in plastid stroma of a few cells, the punctuated 
aggregates were detected in around 95% of the 
observed cells for both DXS and DXR. Based on these 
two types of localization, we hypothesized that a 
subplastidial compartmentalization of the MEP 
pathway enzymes could occur within plastids. 
 
4. The punctuated pattern of localization of DXS and 
DXR requires the whole protein sequence and is not 
dependent of the orientation of the fusion with YFP 
In plants, both DXS and DXR have been described as 
plastidial proteins but there is no report on a peculiar 
subplastidial compartmentalization. To gain insight 
into this putative phenomenon, we performed 
additional fusions of these proteins with fluorescent 
proteins to avoid a possible mislocalization caused by 
our technical approach. Fusion proteins engaging the 
predicted TP (first 100 residues) of DXS, DXS2, DXR 
or HDS (named tpDXS-GFP, tpDXS2-GFP, tpDXR-
GFP and tpHDS-GFP) were transiently expressed in C. 
roseus cells to analyze the role of the pseudo mature 
part of the proteins in the subcellular targeting 
processes. Interestingly, the deletion of the pseudo 
mature part of DXS, DXS2 and DXR led to the loss of 
the aggregated pattern of fluorescence, as compared to 
those obtained with full-length proteins, and resulted in 
diffuse patterns of fluorescence within the stroma and 
stromules (Fig. 6A1-C6). By contrast, both tpHDS-
GFP and HDS-GFP displayed a diffuse fluorescent 
signal in the stroma and stromules of plastids (Fig. 
6D1-D6) clearly distinct from the signal obtained with 
the DXS-GFP protein (Fig. 6E1-E4). In addition, a 
YFP internal fusion was also performed for both DXR 
and HDS (tpDXR-YFP-DXR and tpHDS-YFP-HDS) 
(Fig. 7A-B). For each enzyme, the original localization 
patterns obtained with the fusions to the N-terminus of 
GFP were observed, i.e. the punctuated aggregates for 
DXR and the diffuse signal within stroma and 
stromules for HDS (Fig. 7C-J). Taken together, these 
results suggest that the subplastidial 
compartmentalization observed for both DXS isoforms 
and DXR required the whole protein sequence and is 
not dependent of the orientation of fusion with the 
fluorescent protein. 
 
 
5. Both CrDXS isoforms and CrDXR are localized to 
plastoglobuli 
The nature of the punctuated aggregates housing DXS 
and DXR has been further investigated by co-
transformation of the YFP fusions constructs with 
distinct CFP-markers of plastid subcompartments 
including thylakoids (CAB-CFP), plastoglobuli 
(CCD4-CFP) and plastid inner membrane (TIC-CFP) 
in C. roseus cells. The fluorescence signals emitted by 
the thylakoid marker (Fig. 8A-B) and the inner 
membrane marker (Fig. 8C-D) did not appear as 
punctuated aggregates suggesting that DXS and DXR 
were not targeted to these plastid subcompartments. 
However, the signal of the plastoglobule marker 
displayed the same features as those of DXS and DXR 
(Fig. 8E-F). This was confirmed by co-transformation 
of the DXS-YFP construct and the plastoglobule-CFP 
marker, revealing a perfect merging of the fluorescent  
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Figure 9. The CrIDI gene displays two transcripts forms of different length. 5’RACE analysis was conducted 
on RNA extracted from young C. roseus leaves allowing the amplification of long (a) and short (b) products. (B) 
Nucleotidic and deduced amino-acid   sequences of the two RACE products. The initiation codon of the full length 
coding sequence and the alternative internal initiation codon of short transcripts are indicated by solid lines.  
Résultats et Discussion Chapitre II
Thèse de Doctorat G. Guirimand 142
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10. CrIDI-GFP is targeted to the plastids and mitochondria. C. roseus cells were transiently co-
transformed with plasmids expressing the IDI-GFP fusion proteins (A, I, M) and the “plastid”-mcherry (B-J) or 
“mitochondria”-mcherry (N) markers. Co-localization of the two signals appeared in yellow while merging the 
two individual (green/red) color images (C, K, O). Cell morphology is observed with differential interference 
contrast (DIC, D, L, P). Bar: 10µm 
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Figure 11. N-terminus target peptides of different length from the CrIDI long isoform allow the dual 
targeting to plastids and mitochondrion. C. roseus cells were transiently co-transformed with plasmids 
expressing the truncated version of the transit peptide of IDI fused to GFP (A) or deleted version of the pseudo-
mature part of IDI fused to GFP (J) and the “plastid”-mcherry (C), “mitochondria”-mcherry (G) or 
“nucleocytosolic”-mcherry markers (L). Co-localization of the two signals appeared in yellow while merging the 
two individual (green/red) color images (C, K, O). Cell morphology is observed with differential interference 
contrast (DIC, D, L, P). Bar: 10µm 
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Figure 12. The first 18-residues of the CrIDI long isoform target peptide allow the unique mitochondrial 
targeting. C. roseus cells were transiently co-transformed with plasmids expressing the first 18-residues of the 
IDI transit peptide of IDI fused to GFP (A, pepIDI-mito) or the remaining part of the transit peptide (residues 19-
76) fused to GFP (B, pepIDI-Δ) with the “mitochondria”-mcherry (D) and “cytosolic”-mcherry (H) marker 
respectively. Co-localization of the two signals appeared in yellow while merging the two individual (green/red) 
color images (D, H). Cell morphology is observed with differential interference contrast (DIC, F, J). Bar: 10µm 
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Figure 13. An accessible C-terminal Peroxisomal Targeting Sequence-1 allows the peroxisomal targeting of 
the short CrIDI isoform. C. roseus cells were transiently co-transformed with plasmids expressing internal YFP 
fusion of the long (A) and short (B) isoform of IDI with the “mitochondria”-CFP (D) and “peroxisome”-CFP (H) 
marker respectively. Glycine and alanine containing spacers were added at both extremities of YFP as mentioned 
in italic on the schematic representations of the constructs. Co-localization of the two signals appeared in yellow 
while merging the two individual (green/red) color images (D, H). Cell morphology is observed with differential 
interference contrast (DIC, F, J). Bar: 10µm 
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signals in chlorophyll containing cells (Fig. 8G-J) as 
well as in chlorophyll-free cells (Fig. 8K-N) and for 
DXS2-YFP and DXR-YFP fusion proteins (Fig. 8O-
V). No merging was observed between the 
fluorescence signal emitted by the HDS-YFP fusion 
protein and the plastoglobule-CFP marker (Fig. 8W-Z). 
This demonstrates that the punctuated aggregates 
observed in our previous experiments correspond to 
plastoglobuli and therefore that both CrDXS isoforms 
and CrDXR are localized to this plastid 
subcompartment. 
 
6. CrIDI is expressed as long and short isoforms 
located to plastids/mitochondria and peroxisomes, 
respectively 
To complete the cellular and sub-cellular 
characterization of the MEP pathway in C. roseus, 
additional subcellular localization studies were 
conducted for IDI. In A. thaliana, IDI1 and IDI2 are 
both expressed as long and short isoforms that differ by 
the presence of a plastid/mitochondrion TP at the N-
terminal end of the long isoform. The AtIDI1 long 
isoform is mostly targeted to plastids and the AtIDI2 
long isoform is mostly targeted to mitochondrion 
whilst both short isoforms are sorted to peroxisome via 
a type 1 peroxisome targeting sequence (PTS1) located 
at the C-terminal end of the proteins (Okada et al., 
2008; Phillips et al., 2008a; Sapir-Mir et al. 2008). To 
determine whether this kind of alternative transcription 
also occurs for the C. roseus IDI ortholog, 5’RACE 
was performed on RNA extracted from young C. 
roseus leaves. Separation of amplification products by 
electrophoresis allowed identifying cDNAs of two 
different sizes (Fig. 9A). Sequence analysis revealed 
that the longer 5’RACE products originate from full-
length transcripts including the initiation codon of the 
putative plastid/mitochondrion TP (Fig. 9B; Table 1). 
The shorter 5’RACE products lack 145 bp at the 5’end 
and begin 37 bp downstream of this initiation codon 
but contain three internal Met codons that could initiate 
translation of a shorter IDI isoform lacking the putative 
plastid/mitochondrion TP. As a consequence, the 
subcellular localizations of both the long and short 
isoforms of IDI were investigated by GFP/YFP 
tagging. The IDI full length coding sequence was first 
fused to the N terminal end of GFP and the 
corresponding construct were transiently expressed in 
C. roseus cells. The IDI-GFP fusion protein displayed 
a dual pattern of fluorescence signal located in both 
plastids including stromules, and mitochondria as 
confirmed by co-localisation with specific markers of 
each compartment (Fig. 10A-P). This dual targeting 
appears to occur at an apparent similar efficiency as 
suggested by the high fluorescence observed in plastids 
or mitochondria and thus slightly differs from the 
situation described in A. thaliana where a preferential 
localization to either plastids or mitochondria has been 
described for AtIDI1 and AtIDI2, respectively (Phillips 
et al., 2008a). Fusion/deletion experiments of the 
predicted TP of IDI were also conducted. Firstly, 
predicted TP of various lengths (from the first residue 
to residues surrounding one of the three internal 
methionine residues) were fused to YFP and transiently 
expressed in C. roseus cells (Fig. 11A). Irrespective to 
the length of the TP, a dual localization in plastids and 
mitochondria was observed as exemplified for the 
shorter and longer peptide, respectively (Fig. 11B-I). 
Similarly, gradually TP deleted versions of IDI were 
expressed as YFP-fused proteins initiated from each of 
the three internal methionine residues (Fig. 11J). For 
the three constructs, a similar nucleocytosolic 
localization was observed as illustrated by the perfect 
overlapping of fluorescence with the mcherry 
nucleocytosolic marker (Fig. 11K-N). Taken together, 
these results show that the first 76 residues of IDI 
constitute the minimal TP of this enzyme and are solely 
responsible of the dual mitochondria/plastids targeting. 
In addition, since the extreme N-terminus of IDI has 
been predicted to allow a mitochondrial targeting 
(Table 1), the first 18-residues of the IDI TP were also 
fused to GFP (Fig. 12A). In C. roseus transiently 
transformed cells, the corresponding fusion protein 
displayed a specific localization in mitochondria as 
revealed by the merging of fluorescence signals with 
the mito-mcherry marker (Fig 12C-F). However, the 
remaining part of the TP (including residues 19 to 76, 
Fig 11B) was unable to address the fusion protein to 
plastids or mitochondria (Fig. 12G-J). This suggests 
that the first 18 residues of CrIDI TP allow the 
mitochondrial targeting but are also required for the 
plastidial targeting in association with the remaining 
part of the TP.  
Finally, since short isoforms of AtIDI1 and 
AtIDI2 are addressed to peroxisomes (Sapir-Mir et al., 
2008), the potential targeting of the CrIDI short 
isoform to this sub-cellular compartment has been also 
investigated. For this purpose, YFP internal fusions 
were constructed to maintain the accessibility of the 
putative PTS1 (HKL) located at the C-terminal 
extremity of CrIDI (Fig. 13A-B). As previously 
mentioned by Sapir-Mir et al. (2008), the sole addition 
of the predicted PTS1 or the entire CrIDI short isoform 
to the C-terminal end of YFP failed to target the fusion 
protein to peroxisomes. A similar result was also 
obtained for the YFP internal fusion proteins engaging 
the last 11 residues of CrIDI at the C-termini of YFP 
and the remaining part of the short isoform at the N- 
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Figure 14. All MEP pathway enzymes are able to self interact within specific subplastidial compartments. 
Analysis of the MEP pathway enzyme interaction was conducted by BiFC following co-transformation of C. 
roseus cells using a combination of plasmids expressing the MEP pathway enzyme fused to the N-terminus of the 
two split-YFP fragments. The control plasmids were generated by fusion of the first 100-residues of HDS to YFPN 
and YFPC to express tpYFPN and tpYFPC and allow plastid targeting (A1-A3). For all enzymes except HDS, the 
full-length coding sequence of the protein was fused to the N-terminus of YFPN and YFPC (B1-G3, I1-J3). For 
HDS, the pseudo-mature part of the protein was fused to the C-terminus of tpYFPN and tpYFPC to express 
tpYFPN-HDS and tpYFPC-HDS. For CMS and IDI, additional co-transformations were performed with the 
“mitochondria”-mcherry marker (E2, J2). The morphology was observed by differential interference contrast 
(DIC) microscopy (A2-J2). Superimpositions of the fluorescent signal and cell morphology are provided on the 
merged images. Bar: 5µm 
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termini of YFP (data not shown). As a consequence, 
internal fusions within long and short versions of CrIDI 
were performed with a modified version of YFP 
flanked by 6 or 7 seven residues-long spacers (Fig. 
13A-B) as previously performed by Sapir-Mir et al. 
(2008). In C. roseus transiently transformed cells, the 
fusion protein engaging the CrIDI long isoform (tp-
IDI-YFP-PTS1, Fig. 13A) displayed a dual 
fluorescence signal located in plastids and in 
mitochondria as revealed by the overlapping with the 
fluorescence signal emitted by the “mito”-CFP marker 
and by comparison with the plastid morphology (Fig. 
13C-F). By contrast, the localization studies of the 
fusion protein engaging the CrIDI short isoform (IDI-
YFP-PTS1, Fig. 13B) resulted in a simple punctuated 
fluorescence, which entirely overlaps the fluorescence 
signal of the peroxisome-CFP marker (Fig. 13G-J). 
Taken together, these results show that gene products 
from the unique C. roseus IDI ortholog displayed a 
unique triple localization within the cells including a 
dual targeting to plastids and mitochondria for the long 
isoform and a targeting to peroxisomes for the short 
isoform. 
 
7. MEP pathway enzymes self-interact within plastids 
and mitochondria  
While numerous structural studies report on the 
existence of homo-oligomers for MEP pathway 
enzymes in plants and bacteria (Gabrielsen et al., 2006; 
Giménez-Oya et al., 2009; Hunter et al., 2003; Rekittke 
et al., 2011; Steinbacher et al., 2003; Wolff et al., 2003, 
Xiang et al., 2007), no in situ studies came to reinforce 
these results. We conducted a systematic analysis of C. 
roseus MEP pathway enzyme self-interactions using 
bimolecular fluorescence complementation (BiFC) 
assays in C. roseus cells. The full length coding 
sequence of the nine C. roseus MEP enzymes were 
individually fused either to the N-terminal (YFPN) or 
C-terminal (YFPC) fragments of YFP at their N-
terminal end to maintain the accessibly of the TP and 
to express 9 couples of protein-YFPN and protein-YFPC 
fusions. As a control, the two split-YFP fragments 
were also fused to the HDS TP to target these two 
proteins in plastids as pseudo-mature non fused 
proteins (tpHDS-YFPN; tpHDS-YFPC). In C. roseus 
cells, co-transformation of these two constructs failed 
to form a BiFC complex as revealed by the absence of 
yellow fluorescence within plastids (Fig. 14A1-A3), 
suggesting in turn that no artefactual interactions could 
be observed in our experimental conditions. However, 
for all enzymes except HDS for which no signal was 
recovered, the co-expression of the two split-YFP 
constructs (DXS-YFPN and DXS-YFPC, for instance) 
led to the formation of BiFC complexes in plastids 
(Fig. 14B1-G3; I1-J3). For HDS, additional constructs 
were also generated by fusion of the pseudo mature 
part of the protein at the C terminal end of the control 
proteins to produce the tpHDS-YFPN-HDS and tpHDS-
YFPC-HDS fusion proteins. While no BiFC complex 
formation were observed for plasmids expressing 
proteins fused to the same extremity of the split-YFP 
fragment (HDS-YFPN/HDS-YFPC or tpHDS-YFPN-
HDS/tpHDS-YFPC-HDS), combination of plasmids 
allowing a head-to-tail association of proteins led to the 
formation of BiFC complexes (HDS-YFPN/tpHDS-
YFPC-HDS and tpHDS-YFPN-HDS/HDS-YFPC) as 
illustrated in Fig. 14H1-H3. Interestingly, for DXS, 
DXS2 and DXR, the BiFC complexes appeared as 
punctuated aggregates suggesting that the self-
interactions between these enzymes occurs within 
plastoglobuli (Fig. 14B1-D3). This was further 
confirmed by co-transformation with the plastoglobule 
marker (data not shown). For the other MEP pathway 
enzymes the BiFC complexes appeared in the stroma 
and in the stromules. In addition, we also observed the 
formation of BiFC complexes within mitochondria for 
IDI (Fig. 14J1-J3) but also surprisingly for CMS (Fig. 
14E1-E3).  
Discussion 
Internal phloem associated parenchyma: cellular 
compartmentalization of MEP pathway in C. roseus 
While studied for about twenty years, the 
characterization of the MEP pathway remains 
incomplete particularly regarding its cellular and 
subcellular organization. The analysis of the C. roseus 
MEP pathway spatial architecture that we present here 
shades light on the existence of cellular and 
subplastidial compartmentalization of the enzymes and 
on their propensity to self-interact in vivo (Fig. 15). In 
addition to the four cDNA previously cloned in C. 
roseus, encoding DXS (Chahed et al., 2000), DXR, 
MECS (Veau et al., 2000) and HDS (Oudin et al., 
2007), we cloned here the cDNAs encoding the 
remaining enzymes of the MEP pathway, i.e. CMS, 
CMK, HDR and IDI as well as a second isoform of 
DXS (DXS2). The corresponding enzymes were 
functionally validated by complementation of E. coli 
mutated strains (DXS2, CMS, CMK, HDR) or 
enzymatic activity measurements (IDI). Except for 
DXS and IDI that are encoded by small gene families 
(Walter et al., 2002; Cunningham and Gantt, 2000), the 
MEP pathway enzymes are generally encoded by 
single-copy genes as in A. thaliana (Phillips et al., 
2008b), with a few exception including the two copies 
of DXR in Hevea brasiliensis (Seetang-Nun et al., 
2008), of CMK in Ginkgo biloba (Kim et al., 2008a) or  
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Figure 15. Spatial model of the subcellular organization of the MEP pathway depicting its specific subplastidial 
compartmentalization.  
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HDR in Ginkgo biloba and Pinus taeda (Kim et al., 
2008b). In C. roseus, the sole detection of EST of high 
identity with the cloned cDNA suggests that no other 
isoforms of DXR, CMS, CMK, MECS, HDS and HDR 
could exist in this plant (supplemental Table 11). For 
DXS, two isoforms have been identified (Chahed et al., 
2000; this study), both belonging to the class II DXS 
group (supplemental Fig. 1, Cordoba et al., 2011). It is 
interesting to notice that C. roseus is one of the few 
plant species displaying more than one member of 
class II DXS group that is usually associated with the 
biosynthesis of isoprenoid involved in secondary 
metabolism (Floß et al., 2008). It is thus tempting to 
speculate that the two class II isoforms have non-
redundant roles . Our attempt to clone DXS isoforms of 
other groups (I and III) were unsuccessful (data not 
shown). This was unexpected given the transcript 
accumulation profile of the class I/class III DXS 
groups as observed in Zea mays (Cordoba et al., 2011) 
but is in agreement with the absence of EST of other C. 
roseus isoforms in databases (supplemental Table 11). 
Once again, we could link our ability to clone the class 
II DXS isoforms to their high levels of expression 
associated with the active secondary metabolism of C. 
roseus. Finally, the discrepancies in DXS and DXS2 
transcript accumulation as measured by real-time RT-
PCR (Fig. 3) could be related to non-redundant roles of 
both class II isoforms in the regulation of the metabolic 
flux of the MEP pathway. By contrast, a single IDI 
coding sequence was amplified in this work, albeit 
generally encoded by at least two copies in other 
species. No ESTs of other IDI coding sequence were 
found (supplemental Table 11), however we cannot 
exclude that additional IDI genes could be expressed at 
very low level and/or under specific conditions. In A. 
thaliana, previous works using mutant analysis, 
radiolabelled precursor feeding and subcellular 
localizations, have shown that the two IDIs have 
partially redundant functions, rendering difficult the 
assignation of each isoform to either MVA or MEP 
pathways (Okada et al., 2008; Phillips et al., 2008a). In 
C. roseus however, on the basis of the cellular 
distribution of the transcripts of the cloned IDI enzyme, 
that accumulated in IPAP cells of young leaves 
together with the other mRNAs for MEP pathway 
enzymes (Fig. 4; Burlat et al., 2004; Courdavault et al., 
2005; Lemenager et al., 2007; Oudin et al., 2007), we 
could reasonability think that this protein belongs 
preferentially to the MEP pathway. This is also 
reinforced by the privileged localization of the MVA 
pathway in the epidermis of leaves (Murata et al., 
2008). IPAP cells constitute a major site for isoprenoid 
precursor biosynthesis, which allow the subsequent 
production of MIA as revealed by the co-expression, in 
the same tissue, of G10H, the first committed step in 
the formation of the terpenoid MIAs (Collu et al., 
2001; Burlat et al., 2004). This relationship with the 
secondary metabolism is also reinforced by the co-
expression of the two class II DXS isoforms in IPAP 
and supports the possible role for such proteins in 
meeting strong demand of specialized tissues for 
isoprenoid precursors as observed in head cells of 
tomato glandular trichomes (Paetzold et al., 2010). 
Since MVA pathway has been located to epidermis 
(Murata et al., 2008), our result also suggest that a 
spatial separation between MEP and MVA pathways 
may occur at the cellular level. So far, the IPAP 
restricted expression of the MEP pathway genes does 
not rule out a lower expression in other leaf tissues for 
synthesis of photosynthetic pigments for instance. Such 
a lower expression in mesophyll has already been 
reported in A. thaliana for DXS and DXR, in addition 
to the main expression along the veins of young leaves, 
using promoter-GUS constructs (Carretero-Paulet et 
al., 2002). In C. roseus, the absence of detection of the 
MEP pathway transcripts in other tissues could be 
caused by the insufficient sensitivity of our technical 
approach. Indeed, we have previously reported that low 
level of HDS could be detected by immunological-
techniques in epidermis and mesophyll of C. roseus 
leaves, in addition to the high amount measured in 
IPAP (Oudin et al., 2007). It is therefore possible that a 
similar distribution of the MEP pathway enzymes also 
occurs in leaves, allowing the synthesis of terpenoid 
precursors for primary metabolism. 
 
Plastoglobuli, stroma, stromule: A complex 
subplastidial organization of MEP pathway 
By studying the subcellular localization of the MEP 
pathway enzymes using GFP fusion approaches, we 
provide firm evidences of the existence of a 
subplastidial compartmentalization for these proteins. 
Albeit our technical approach has been widely used for 
studying MEP pathway enzyme localization, it 
constitutes, to the best of our knowledge, the first 
systematic analysis using full-length protein fusions to 
GFP. It has been shown that using this type of fusions, 
as well as internal GFP fusions, to be critical to avoid 
protein mislocalization (Carrie et al., 2009) as 
exemplified for IDI (Sapir-Mir et al., 2008). In 
agreement with the computational identification of 
transit peptide at their N-termini, we demonstrated that 
all C. roseus MEP pathway enzymes are targeted to 
plastids, within the plastoglobuli for both DXS 
isoforms and DXR or remaining diffuses in the 
stroma/stromules for the others (Fig. 5-8). 
Plastoglobuli are lipoprotein bodies attached to the 
thylakoids (Austin et al., 2006), storing metabolic 
compounds including terpenoids such as carotenoids, 
tocopherol or plastoquinones. Proteome analysis show 
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that plastoglobuli also contain structural proteins 
including fibrillins as well as metabolic enzymes 
involved in tocopherol synthesis (tocopherol cyclase, 
VTE1), jasmonic acid synthesis (allene oxide synthase, 
AOS) and ABA/carotenoid synthesis (carotenoid 
cleavage dioxygenases (CCD), CCD4 was used as 
plastoblobule marker in this study) or sugar 
metabolism (fructose-1,6-bisphosphate aldolase, FBA), 
for example (Vidi et al., 2006, Ytterberg et al., 2006, 
Bréhélin et al., 2007). The physiological role of 
plastoglobuli is not fully understood but growing body 
of evidences suggests their involvement in thylakoid 
development/disassembly, in chloroplast to 
chromoplast transition, in lipid reservoir for thylakoids 
and in metabolic and stress-response pathways 
(Bréhélin et al., 2007; Kessler and Vidi, 2007). The 
targeting of DXS and DXR to plastoglobuli was 
unexpected but meets with the presence of other 
terpenoid metabolic enzymes in this compartment and 
also particularly with the presence of FBA that provide 
notably glyceraldehyde 3-phosphate, one of the two 
substrates of DXS. This allows in turn explaining the 
surprising large abundance of FBA in plastoglobuli 
(Vidi et al., 2006). In addition, this peculiar 
localization places DXS and DXR in close vicinity, 
which may result in a metabolic channeling for 
optimization of substrate conversion as observed for 
the tryptophan synthase channel (Hyde et al., 1988). In 
our experimental conditions, co-localizations of DXS 
and DXR with thylakoid marker, were never observed 
(Fig. 8) suggesting that the lumen TPs identified in 
these proteins (Krushkal et al., 2003, Phillips et al., 
2007; Fung et al., 2010; this study) do not allow 
thylakoid targeting. The molecular mechanisms 
underlying plastoglobule targeting have not been 
characterized to date. Since plastoglobuli and 
thylakoids are in partial continuity (Austin et al., 2006), 
it is tempting to hypothesize on the involvement of the 
thylakoid lumen TPs in targeting to plastoglobuli. 
However, our fusion/deletion experiments demonstrate 
that the sole 100 first residues of these proteins fused to 
GFP, encompassing the so-called thylakoid lumen TP, 
are not sufficient to address the fusion proteins to 
plastoglobuli (Fig. 6). Since the pseudo-mature part of 
the protein is always required to this targeting (Fig. 5-
8), we suggest that internal protein sequences are 
necessary. The localization of DXS and DXR to 
plastoglobuli strongly differs from the previously 
published results describing these proteins as soluble in 
plastid stroma (Lois et al., 2000; Carretero-Paulet et al., 
2002; Hiesh et al., 2007; Kim et al., 2009; Zhang et al., 
2009, Cordoba et al., 2011). In most of these studies, 
the fusion of the partial sequence of DXS or DXR to 
GFP could explain the difference of localization and 
the absence of plastoglobule targeting. This is not case 
for the study performed in A. thaliana by Carretero-
Paulet et al. (2002), which fused full-length DXR to 
GFP in combination with immunogold labeling. 
However, immunolabelling presented in this work was 
performed in a region of plastids devoided of 
plastoglobuli. Indeed, besides the presence of DXR in 
stroma, an additional localization in plastoglobuli 
cannot be excluded. Such double localization is in 
agreement with preliminary results obtained for DXS 
in A. thaliana (Pablo and Rodriguez-Concepcion, 
unpublished results). The remaining enzymes of the C. 
roseus MEP pathway were found to be localized in 
plastid stroma including stromules (Fig. 5). Stromules 
are long stroma-filled thylakoid free protusions of the 
plastid envelope, budding in a cell-specific manner and 
under certain developmental conditions (Gray et al., 
2001; Kwok and Hanson, 2004; Waters et al., 2004; 
Natesan et al., 2005; Holzinger et al., 2007, Shaw and 
Gray, 2011). They are highly dynamic structures 
interconnecting plastids, allowing the transfer of 
macromolecules as large as Rubisco (Köhler et al., 
1997). Albeit their precise physiological function is not 
fully established, the close association of stromules 
with other organelles such as nucleus, endoplasmic 
reticulum, plasma membrane and mitochondria (Kwok 
and Hanson, 2004 Plant Cell Rep, Guirimand et al., 
2009; Schattat et al., 2011), suggests a role in inter-
organelle metabolic exchanges. To date, only three 
other reports describes the localization of the MEP 
pathway enzymes within stromules, including HDS and 
IDI (Sapir-Mir et al., 2008; Guirimand et al., 2009) and 
DXR upon arbuscular mycorrhizal fungi colonization 
of roots (Hans et al., 2004). The modification of DXR 
localization observed by Hans et al. also supports the 
notion of a double localization of DXS/DXR within 
plastids. Our results more specifically demonstrate that 
all enzymes acting downstream of DXR are located in 
stroma and stromules, and could implicate an export of 
MEP from plastoglobule, depending on the orientation 
of DXS and DXR within this plastid subcompartment 
(Fig. 15), to allow the subsequent metabolic conversion 
catalyzed by CMS. Such transport could represents a 
regulatory mechanism explaining why DXS and DXR 
are both considered as limiting enzymes in the MEP 
pathway (Estévez et al., 2001; Carretero-Paulet et al., 
2006). On the other hand, due to the predicted function 
of stromules, it could be hypothesized that the presence 
of the other MEP pathway enzymes in this 
subplastidial compartment allows supplying other 
organelles with MEP pathway products to fulfill 
terpenoid biosynthesis. In C. roseus leaves, this notion 
is agreement with the preferential budding of stromules 
from plastids of IPAP cells housing an active terpenoid 
biosynthesis, as compared to plastids of mesophyll 
cells (Oudin et al., 2007; Guirimand et al., 2009). 
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A unique CrIDI gene is expressed as long and short 
isoforms located to plastids/mitochondria and 
peroxisomes, respectively 
In addition to its localization within plastid stroma and 
stromules, CrIDI has also been shown to be targeted to 
other subcellular compartments (Fig. 10-13), as 
previously observed in A. thaliana (Okada et al., 2008, 
Phillips et al., 2008a, Sapir-Mir et al., 2008). Such 
multiple localizations depend on the formation of 
transcript of various lengths as revealed by 5’RACE 
analysis (Fig. 9; Phillips et al., 2008a). The protein 
encoded by the longer IDI transcript, called long IDI 
isoform, bears the N-terminal transit peptide and is 
targeted to both plastids and mitochondria. In our 
experimental conditions, efficiencies of targeting to the 
two compartments are similar since plastids and 
mitochondria were both labeled in each transformed 
cells. This is quite unique as compared to the situation 
described in A. thaliana in which each of the two long 
isoforms are preferentially addressed to either plastid 
or mitochondria, respectively. However, in this plant, 
both genes have similar levels of expression in most of 
the tested organs, allowing to address IDIs to the two 
organelles in the whole plant (Phillips et al., 2008a). 
By contrast, the C. roseus ortholog cloned in this work 
seems to be the sole gene expressed at detectable levels 
since no ESTs of another isoform are available in 
databases. Therefore, the dual targeting of this long 
isoform would be required to maintain IDI activity in 
plastid and mitochondria within the plant. Dual 
targeting to mitochondria and plastid is a common 
feature, observed for an increasing number of proteins 
(Mitschke et al., 2009). There are two basic ways in 
which a single gene can provide a product to both 
organelles including the “twin” targeting sequences 
represented by a mitochondrial and a chloroplast 
targeting sequence in tandem at the N-terminus of the 
protein and the ambiguous sequence that is recognized 
as an import signal by both organelles (Peeters and 
Small, 2001; Pujol et al., 2007, Mitschke et al., 2009). 
The N-terminal TP of IDI constitutes an intermediate 
situation since the first 18-residues are sufficient to 
mediate import in mitochondria while the first 76-
residues (including the first 18-residues) are required to 
mediate additional import into plastids. It could 
therefore allow a dual targeting albeit a preferential 
targeting to either plastids or mitochondria could also 
be hypothesized depending on the TP phosphorylation 
status as it has been described to increase the efficiency 
of plastid import by several fold (Waegemann and Soll, 
1996; Martin et al., 2006). As previously reported by 
Sapir-Mir et al. (2008), we have observed that the 
protein encoded by the short IDI transcript is targeted 
to peroxisomes in agreement with the presence of a 
PST1 at the C-terminus of the protein (Fig. 13). Once 
again, the peroxisomal targeting of IDI seems to be 
mediated by particular mechanisms since both the N-
terminal part of pseudo-mature protein and the C-
terminus are required. Overall, the triple localization of 
IDI within C. roseus cells could allow maintaining a 
correct IPP/DMAPP ration and in turn an efficient 
terpenoid biosynthesis in plastid, mitochondria, and 
peroxisomes. 
Finally, since no data regarding the subcellular 
organization of the MEP pathway were available, their 
propensity to establish in vivo self-interaction was 
investigated by BiFC (Fig. 14). Our results clearly 
showed that all the MEP pathway enzymes were able 
of self-interaction. This demonstrates in turn that the 
formation of homo-oligomers depicted by previous 
structural analysis also occurs in vivo (Gabrielsen et al., 
2006; Giménez-Oya et al., 2009; Hunter et al., 2003; 
Rekittke et al., 2011; Steinbacher et al., 2003; Wolff et 
al., 2003, Xiang et al., 2007). This is also in agreement 
with the characterization of the stromal proteome of A. 
thaliana chloroplasts revealing that most of the 
identified proteins, including CMS, were assembled in 
oligomeric complexes (Peltier et al., 2006; Olinares et 
al., 2010). All together, these results show that the 
isoprenoid biosynthesis in planta necessitates highly 
complex cellular and suborganellar compartmentation 
that probably allow controlling the metabolic flux. 
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Supplemental Figure 1. A phylogenetic tree was constructed from the amino acid sequence of DXS from the 
following species : Adonis aestivalis (ABK35283.1); Amomum villosum (ACR02668.1); Andrographis 
paniculata (AAP14353.1); Arabidopsis thaliana (CLA1 At4g15560  ; DXS2 At3g21500; DXS3 AT5G11380); 
Artemisia annua (AAD56390.2); Antirrhinum majus (AAW28999.1); Brassica rapa (ABE60813.1); Capsicum 
annuum (CAA75778.1) ; Catharanthus roseus ( DXS2A CAA09804.2, DXS2B ABI35993.1 ); 
Chlamydomonas reinhardtii (CAA07554.1); Chrysanthemum x morifolium (BAE79547.1); Croton 
stellatopilosus (BAF75640.1); Deinococcus radiodurans R1 (NP_295198.1); Elaeis guineensis (AAS99588.1); 
Glycine max (ACO72582.1); Ginkgo biloba (DXS1 AAS89341.1, DXS2 AAR95699.1); Gossypium 
barbadense ( ABN13970.1); Hordeum vulgare (BAJ94232.1. BAJ98888.1) ; Hevea brasiliensis (DXS1 clade 
AAS94123.1, DXS2 clade ABF18929.1; BAF98288.1) ; Medicago truncatula (DXS1 CAD22530.1, DXS2 
CAN89181.1); Mentha piperita (AAC33513); Morinda citrifolia (AAL32062.1); Narcissus pseudonarcissus 
(CAC08458.1); Narcissus tazetta (ADD82535.1); Nicotiana tabacum (CBA12009.1 ); Oryza sativa (DXS1 
NP_001055524, DXS2 NP_001059086, DXS3 clade BAD67657.1); Ostreococcus lucimarinus 
(XP_001416190.1); Physcomitrella patens (XP 001771607, XP 001756357, XP 001760423, XP 001754004); 
Picea abies (ABS50519.1 ; ABS50518.1); Picea sitchensis (ACN39837.1) ; Picrorhiza kurrooa LAMIALES 
(ACB55417.1) ; Pinus densiflora (DXS1 ACC54557.1, DXS2 ACC54554.1); Pinus taeda (DXS1 ACJ67021.1, 
DXS2 ACJ67020.1); Populus trichocarpa (DXS1 XP_002312717.1, DXS2 XP_002303416.1, 
XP_002331678.1, DXS3 XP_002308644.1); Pueraria montana (AAQ84169.1); Ricinus communis (DXS1 
XP_002516843.1, DXS2 XP_002533688.1, DXS3 XP_002514364.1 ; DXS4 XP_002532384.1); Salvia 
miltiorrhiza (DXS1 ACF21004.1, DXS2 ACQ66107.1); Selaginella moellendorffii (EFJ14322.1); Sorghum 
bicolor (XP_002441088); Solanum lycopersicum (CAZ66648 ; AF143812_1) ; Solanum tuberosum (DXS1 
ADK73609.1) ; Stevia rebaudiana (ACI43010) ; Taxus x media (AAS89342.1); Vitis vinifera (DXS1, XP 
002277919 ; DXS2, XP 002266925 ; DXS3, XP 002271585 ; DXS4, XP 002282428 ; DXS5, XP 002270336 ; 
DXS6, XP 002271782); Zea mays (DXS1 ABP88134.1, DXS2 : ABP88135.1, DXS3 ADN 22972). Note that 
C. roseus DXS and DXS2 have been renamed DXS2A and DXS2B in this tree.  
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Supplemental Figure 2. The transit peptide of DXS2 displayed the characteristics of a thylakoid lumen transit 
peptide. The predicted plastid transit peptide (gray box) is followed by a putative lumen transit peptide including 
a charged N-domain with a tandem lysine motif (KK), hydrophobic domain (H) with hydrophobic residues 
highlighted by yellow shading, and a polar C-domain (C). Basic residues are underlined. 
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Enzyme Primer Sequence (5’ – 3’) Amplification 
DXS2 
DXS2forA GGAGATAGTGTATTCTGTGGCCA 3’ end with T7 
DXS2-rev1 CTATCTCCTCCCTTAATTCGTCAGC 5’ end with M13 reverse 
DXS2-full-for CGACGAGTACTCTAGCATTCCTATCCTC Full-length ORF DXS2-full-rev CCTAATTCCACAATTGTATTCATCACCAAGTA 
CMS 
CMS1 GGNCAGCCWATTGCHTTRTA Internal cDNA fragment CMS3 TCATCRGGTGTHGTNACCTT 
CMS7 AGCGGAGGATGTTGAGAAGGT 3’ end with T7 
CMS5 TCAGGCATGCGGGAGAAAGTA 5’ end with M13 reverse 
CMS11 AGAAGATGTCAATTCTTCGGC Full-length ORF CMS12 GAATTACTATGCAGAGATGGG 
CMK 
CMKfor CATGAYYTRGCITCHYTITTTCAT Internal cDNA fragment CMKrev GTTGCWGCATTRCTRCTYCCWCC 
3CMKfor1 GGTTCATCTCGATAAAAAGGTGCC 3’ end with T7 
5CMKrev1 GTTATCAGTGCCAGTCTTCTTCCTAT 5’ end with M13 reverse 
CMK-full-for GGATAGACAAAAAGGCATATCTTGAATG Full-length ORF CMK-full-rev TGGTTTTGGCATTTATAACCATTTTC 
HDR 
LytCR8 GAGCGTGCWGTYCARATTG Internal cDNA fragment LytCR10 GAGCGTGCWGTYCARATTG 
LytCR12 GATCCAGATGAGGATCTCAT  3’ end with T7 
LytCR13 GATTGTGAATAATTTCATTCGTA  5’ end with M13 reverse 
HDR1 ACAATGGCAATCTCTCTCCAA  Full-length ORF HDR2 AATCTATGCCAGTTGAAGGGC 
IDI 
IDIrev2 YTCAASATGRTCCCACCA 5’ end with M13 reverse 
IDIrev1 YTTRTGRATGSTYTTCATRCT 5’ end with M13 reverse 
ISOfor2 TTGCTCTAATTCTACTACGCTTGC 3’ end with T7 
IPP-full-for CCAACTCACTCATTACTACTCAAAAGCT Full-length ORF IPP-full-rev CTTAAACAGTGCACATCTAGAATACAGT 
Supplemental Table 1. Details of primer sequences and cloning procedure used to amplify the DX2, CMS, 
CMK, HDR and IDI cDNAs.  
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Enzyme Primer sequence (5’-3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites 
Complemented  
E. coli strain  
DXS2 
pQE-DXS2-Hindfor 
GCAAGCTTGCTGCTGCTCATGGGCATGCT HindIII pQE-30 
HindIII 
EcAB4-2  
(MG1655 dxs::CAT 
MVA+) 
pQE-DXS2-Hindrev 
GCAAGCTTCTAAAACTGGAGAACTTGAAGAG
TATTCTT 
HindIII 
CMS 
pQE-CMSBam 
TCGGATCCGAGAAAAGTGTCTCGGTAATTCT BamHI pQE-30 
BamHI-HindIII 
EcAB4-7 
(MG1655 ygbP::CAT 
MVA+) 
pQE-CMSHind 
TCAAGCTTAGCAGAGATGGGATTCAAAATTC
T 
HindIII 
CMK 
pQE-CMKBam 
ACGGATCCTGGAATAAGCTAGCTGATGAAGT
A 
BamHI pQE-30 
BamHI-KpnI 
EcAB4-9  
(MG1655 ychB::CAT 
MVA+) pQE-CMKKpn 
TCGGTACCTTCAGAAGACTGGGAGAAGTCT KpnI 
HDR 
pQE-HDR-Bam2 
GCGGATCCGAATTCGATGCTAAGAAATTCAG
GCAC 
BamHI 
pQE-30 
BamHI-HindIII MG1655 ara<>ispH 
pQE-HDR-Bam3 
GCGGATCCGAACAGAGCACAGAGCTGATGAA
C 
BamHI 
pQE-HDR-Hind 
GCAAGCTTCTATGCCAGTTGAAGGGCTTCTTCAC
G 
HindIII 
IDI 
pQE-IDI-Bam 
GCGGATCCATGGGTGCTGCCGTTACTGATTC
C 
BamHI 
pQE-30 
BamHI-HindIII 
Test of activity  
BL21 strain pQE-IDI-Hind 
GCAAGCTTTTAAATCAACTTGTGAATGGTTT
TCAT 
HindIII 
 
Supplemental Table 2. Details of primer sequences and cloning procedures used to express proteins for 
functional validation.  
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Enzyme Primer Séquence (5’-3’) 
DXS qDXS-up 
TTGATGTAGGTATTGCCGAGCA 
qDXS-down  ACAATGAGTGGGTCCATCTGC 
DXS2 qDXS2-up 
GCTACAGTTGTTGATGCCCGA 
qDXS2-down TTCAAAGCCAAGAACTGTGCC 
DXR qDXR-up 
GCAGCAAATGAGAAGGCAGTT 
qDXR-down GGGCTCAAACCAAGACTGTTC 
CMS qCMS-up 
GCAACTTTGTCTCCTCAGCATT 
qCMS-down GCAACTTTGTCTCCTCAGCATT 
CMK qCMK-up 
AAAGATTGAAGCAGCGTGTGC 
qCMK-down AGAGGCTTCAGACAAGGAAACG 
MECS qMECS-up 
TAGAGGATGCGAGGCTCACT 
qMECS-down TCATAACCTGCCTCGTCCATC 
HDS qHDS-up 
GTCCCTTACTGAACCTCCAGAG 
qHDS-down AATCACCTGTCCTGCGTTGG 
HDR qHDR-up 
GATTGAGAGGACGATGATGCGT 
qHDR-down AGTTCCACCCTCCAACGACT 
IDI qIDI-up 
TGCTGCCGTTACTGATTCCG 
qIDI-down ATACGCTGAAAGCCCTGTGC 
RPS9 
AJ749993 
qRPS9-for TTACAAGTCCCTTCGGTGGT 
qRPS9-rev TTACAAGTCCCTTCGGTGGT 
 
Supplemental Table 3. Sequence of primers used in qRT-PCR analysis.  
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Enzyme Primer sequence (5’-3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites 
Fusion 
protein 
DXS 
DXS-GFP-S 
ATAGATCTTATGGCGGTTTCCGGGGCT BglII pSCA-cassette-GFPi pSCA-cassette-YFPi 
BglII-SpeI 
DXS-GFP 
DXS-YFP DXS-GFP-AS 
CGACTAGTTTGAAGTTTAAGGGTTCT SpeI 
DXS2 
DXS2-GFP-S 
AGGCTAGCATGGCGGTGGCATCGAAT NheI pSCA-cassette-GFPi pSCA-cassette-YFPi 
SpeI 
DXS2-GFP 
DXS2-YFP DXS2-GFP-AS 
CGGCTAGCAAACTGGAGAACTTGAAGAG NheI 
DXR 
DXR-GFP-S 
GGAGATCTTATGGCTTTGAATTCGCTGTCC BglII pSCA-cassette-GFPi pSCA-cassette-YFPi 
BglII-SpeI 
DXR-GFP 
DXR-YFP DXR-GFP-AS 
GGACTAGTGGCAGGGCTCAAACCAAGACT SpeI 
CMS 
CMS-GFP-S 
CGAGATCTTATGTCAATTCTTCGGCTC BglII pSCA-cassette-GFPi 
BglII-SpeI CMS-GFP CMS-GFP-AS 
CGACTAGTAGCAGAGATGGGATTCAA SpeI 
CMK 
CMK-GFP-S 
GCACTAGTATGGCTTCCTCTCAGTCTCTATG
TGGT 
SpeI 
pSCA-cassette-GFPi 
SpeI CMK-GFP CMK-GFP-AS 
GCACTAGTCTATTCAGAAGACTGGGAGAAGT
CTGT 
SpeI 
MECS 
MECS-GFP-S 
TCAGATCTTATGGCTATGGCGACTTCT BglII pSCA-cassette-GFPi 
SpeI MECS-GFP MECS-GFP-AS 
GCACTAGTCTTCCTCATAAGAAGTAC SpeI 
HDS 
HDS-GFP-S 
GGAGATCTGATGGCGACCGGAACAGTTC BglII pSCA-cassette-GFPi pSCA-cassette-YFPi 
BglII-SpeI 
HDS-GFP 
HDS-YFP HDS-GFP-AS 
GGACTAGTGTCTTCTGCAGGAGGATCAACC SpeI 
HDR 
HDR-GFP-S 
GCAGATCTTATGGCAATCTCTCTCCAA BglII pSCA-cassette-GFPi 
BglII-SpeI HDR-GFP HDR-GFP-AS 
TAACTAGTTGCCAGTTGAAGGGCTTC SpeI 
IDI 
IDI-GFP-S 
GTAGATCTGATGTCTTCAACTTTGACCACTT
CC 
BglII pSCA-cassette-GFPi 
pSCA-cassette-YFPi 
BglII-SpeI 
IDI-GFP 
IDI-YFP IDI-GFP-AS 
GTACTAGTAATCAACTTGTGAATGGTTTTCA
TGTC 
SpeI 
 
Supplemental Table 4. Details of primer sequences and cloning procedure used to express full length MEP 
pathway enzyme fused to GFP.  
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Enzyme Primer sequence (5’-3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites Fusion protein 
DXS 
DXS-GFP-S 
ATAGATCTTATGGCGGTTTCCGGGGCT BglII pSCA-cassette-GFPi 
BglII-SpeI tpDXS-GFP peptideL-DXSrev  GCACTAGTTGCTCTAAGTTCTGCAGCGAGCT
G 
SpeI 
DXS2 
DXS2-GFP-S 
AGGCTAGCATGGCGGTGGCATCGAAT NheI pSCA-cassette-GFPi 
SpeI tpDXS2-GFP peptideL-DXS2rev GCGCTAGCGATGGTATCCAAAATAGGAGTAA
AAGGCTT 
NheI 
DXR 
DXR-GFP-S 
GGAGATCTTATGGCTTTGAATTCGCTGTCC BglII pSCA-cassette-GFPi 
pSCA-cassette-YFPi 
BglII-SpeI 
tpDXR-GFP 
tpDXR-YFP peptideL-DXRrev GCACTAGTATTCTCAGCAACTATATCTAGTG
TCTG 
SpeI 
HDS 
HDS-GFP-S 
GGAGATCTGATGGCGACCGGAACAGTTC BglII pSCA-cassette-GFPi 
pSCA-cassette-YFPi 
BglII-SpeI 
tpHDS-GFP 
tpHDS-YFP peptideL-HDSrev  GCACTAGTGTCACTACCAAGGGCTACATTCC
C 
SpeI 
 
Supplemental Table 5. Details of primer sequences and cloning procedure used to fuse the first 100-residues of 
DXS, DXS2, DXR and HDS to GFP.  
 
 
Enzyme Primer sequence (5’-3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites Fusion protein 
DXR 
DXR-GFP-S 
GGAGATCTTATGGCTTTGAATTCGCTGTCC BglII pSCA-cassette-YFPi 
BglII-SpeI 
tpDXR(1-83)-
YFP peptideL-DXRrev2 GCACTAGTAACTATTGAAATGGGCTTCTGAC
CTTC 
SpeI 
DXR-C-for2 
GCACTAGTGGCTCTACAGGCTCAGTAGGAAC
TCAG 
SpeI pSCA-cassette-YFPi-
tpDXR(1-83) 
NheI 
Tp(1-83)-YFP-
DXR(84-474) DXR-GFP-AS 
GGACTAGTGGCAGGGCTCAAACCAAGACT SpeI 
HDS 
HDS-GFP-S 
GGAGATCTGATGGCGACCGGAACAGTTC BglII pSCA-cassette-YFPi 
BglII-SpeI 
tpHDS(1-100)-
YFP peptideL-HDSrev  GCACTAGTGTCACTACCAAGGGCTACATTCC
C 
SpeI 
HDS-C-for2 
GCACTAGTATGGTTGGGAATGTAGCCCTTGG
TAGTGAC 
SpeI pSCA-cassette-YFPi-
tpHDS(1-100) 
NheI 
tp(1-100)-YFP-
HDS(91-740) HDS-GFP-AS 
GGACTAGTGTCTTCTGCAGGAGGATCAACC SpeI 
 
Supplemental Table 6. Details of primer sequences and cloning procedures used to create internal YFP fusion 
for DXR and HDS.  
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Enzyme Primer sequence (5’-3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites Fusion protein 
IDI 
transit 
peptide  
IDI-GFP-S 
GTAGATCTGATGTCTTCAACTTTGACCACTT
CC 
BglII pSCA-cassette-GFPi 
BglII-SpeI pepATG1-GFP pepATG1-rev 
GTACTAGTGATGAAAAGGAAGGAGCGGC SpeI 
pepATG2-rev 
GTACTAGTAACGGCAGCACCCATGGATGA 
in association with IDI-GFP-S 
SpeI pSCA-cassette-GFPi BglII-SpeI pepATG2-GFP 
pepATG3-rev 
GTACTAGTCCTCTGGACAGCATCCATAGCGG
A 
in association with IDI-GFP-S 
SpeI pSCA-cassette-GFPi BglII-SpeI pepATG3-GFP 
pepATG4-rev 
GTACTAGTGTCCTCAAACATGAGGCGCCTCT
G 
in association with IDI-GFP-S 
SpeI pSCA-cassette-GFPi BglII-SpeI pepATG4-GFP 
IDI 
pseudo 
mature 
protein 
IDI-del1 
GTAGATCTGATGGGTGCTGCCGTTACTGATT
CC 
BglII 
pSCA-cassette-GFPi 
BglII-SpeI IDI-del1-GFP IDI-GFP-AS 
GTACTAGTAATCAACTTGTGAATGGTTTTCA
TGTC 
SpeI 
IDI-del2 
GTAGATCTGATGGATGCTGTCCAGAGGCGCC
TC 
in association with IDI-GFP-AS 
BglII pSCA-cassette-GFPi BglII-SpeI IDI-del2-GFP 
IDI-del3 
GTAGATCTGATGTTTGAGGACGAATGCATTT
TG 
in association with IDI-GFP-AS 
BglII pSCA-cassette-GFPi BglII-SpeI IDI-del3-GFP 
IDI 
transit 
peptide 
deletion 
pepIDImito-for 
GATCTGATGTCTTCAACTTTGACCACTTCCT
ATTTTCAAACCATTCTCAAGAGAATCTCC Primer 
annealing 
pSCA-cassette-GFPi 
BglII-SpeI 
pepIDI-mito-
GFP pepIDImito-rev 
CTAGGGAGATTCTCTTGAGAATGGTTTGAAA
ATAGGAAGTGGTCAAAGTTGAAGACATCA 
pepIDIdelta 
GTAGATCTGATGGTCTGCTCATTACCCTCCT
CCACT 
in association with pepATG1 
BglII pSCA-cassette-GFPi BglII-SpeI pepIDI-Δ-GFP 
IDI 
YFP 
internal 
fusion 
YFPfor-spacer 
GAAGATCTGACTAGTGGCGGCGGCGGTGGCG
CTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCAC
C 
BglII- SpeI 
pSCA-cassette-YFPi 
BglII-NheI 
spacer-YFP-
spacer-PTS CrYFP-rev-spacer-perox-I 
GCGCTAGCTTACAACTTGTGAATGGTTTTCA
TGTCCGCAGCTGCTCCCGCTGCTGCTCCCGC
TCTCTTGTACAGCTCGTCCATGCC 
NheI 
IDI-GFP-S 
GTAGATCTGATGTCTTCAACTTTGACCACTT
CC 
BglII pSCA-cassette-spacer-
YFP-spacer-PTS 
BglII-SpeI 
IDIlong-spacer-
YFP-spacer-
PTS IDI-rev-del GTACTAGTTTCCAGGAGAGTCCCTTTCTCAA
C 
SpeI 
IDI-del3 
GTAGATCTGATGTTTGAGGACGAATGCATTT
TG 
BglII pSCA-cassette-spacer-
YFP-spacer-PTS 
BglII-SpeI 
IDIshort-
spacer-YFP-
spacer-PTS IDI-rev-del GTACTAGTTTCCAGGAGAGTCCCTTTCTCAA
C 
SpeI 
 
Supplemental Table 7. Details of primer sequences and cloning procedure used to express GFP and/or YFP 
fusion proteins of IDI including its orientation or truncated variants. 
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Enzyme Primer sequence (5’-3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites 
Fusion 
protein 
control 
peptideL-HDSrev  
GCACTAGTGTCACTACCAAGGGCTACATTCC
C 
SpeI pSPYNE(R)173 
pSPYCE(MR) 
XbaI 
tp-YFPN 
tp-YFPC HDS-GFP-AS 
GGACTAGTGTCTTCTGCAGGAGGATCAACC SpeI 
DXS 
DXS-GFP-S 
ATAGATCTTATGGCGGTTTCCGGGGCT BglII pSCA-SPYNE173 pSCA-SPYCE(M) 
BglII-SpeI 
DXS-YFPN 
DXS-YFPC DXS-GFP-AS 
CGACTAGTTTGAAGTTTAAGGGTTCT SpeI 
DXS2 
DXS2-GFP-S 
AGGCTAGCATGGCGGTGGCATCGAAT NheI pSCA-SPYNE173 pSCA-SPYCE(M) 
SpeI 
DXS2-YFPN 
DXS2-YFPC DXS2-GFP-AS 
CGGCTAGCAAACTGGAGAACTTGAAGAG NheI 
DXR 
DXR-GFP-S 
GGAGATCTTATGGCTTTGAATTCGCTGTCC BglII pSCA-SPYNE173 pSCA-SPYCE(M) 
BglII-SpeI 
DXR-YFPN 
DXR-YFPC DXR-GFP-AS 
GGACTAGTGGCAGGGCTCAAACCAAGACT SpeI 
CMS 
CMS-GFP-S 
CGAGATCTTATGTCAATTCTTCGGCTC BglII pSCA-SPYNE173 pSCA-SPYCE(M) 
BglII-SpeI 
CMS-YFPN 
CMS-YFPC CMS-GFP-AS 
CGACTAGTAGCAGAGATGGGATTCAA SpeI 
CMK 
CMK-GFP-S 
GCACTAGTATGGCTTCCTCTCAGTCTCTATG
TGGT 
SpeI pSCA-SPYNE173 
pSCA-SPYCE(M) 
SpeI 
CMK-YFPN 
CMK-YFPC CMK-GFP-AS 
GCACTAGTCTATTCAGAAGACTGGGAGAAGT
CTGT 
SpeI 
MECS 
MECS-GFP-S 
TCAGATCTTATGGCTATGGCGACTTCT BglII pSCA-SPYNE173 pSCA-SPYCE(M) 
SpeI 
MECS-YFPN 
MECS-YFPC MECS-GFP-AS 
GCACTAGTCTTCCTCATAAGAAGTAC SpeI 
HDS 
HDS-GFP-S 
GGAGATCTGATGGCGACCGGAACAGTTC BglII pSCA-SPYNE173 pSCA-SPYCE(M) 
BglII-SpeI 
HDS-YFPN 
HDS-YFPC HDS-GFP-AS 
GGACTAGTGTCTTCTGCAGGAGGATCAACC SpeI 
HDS-C-for2 
GCACTAGTATGGTTGGGAATGTAGCCCTTGG
TAGTGAC 
In association with HDS-GFP-AS 
SpeI 
pSPYNE(R)173-TP 
pSPYCE(MR)-TP 
SpeI 
tp-YFPN-HDS 
tp-YFPC-HDS 
HDR 
HDR-GFP-S 
GCAGATCTTATGGCAATCTCTCTCCAA BglII pSCA-SPYNE173 pSCA-SPYCE(M) 
BglII-SpeI 
HDR-YFPN 
HDR-YFPC HDR-GFP-AS 
TAACTAGTTGCCAGTTGAAGGGCTTC SpeI 
IDI 
IDI-GFP-S 
GTAGATCTGATGTCTTCAACTTTGACCACTT
CC 
BglII pSCA-SPYNE173 
pSCA-SPYCE(M) 
BglII-SpeI 
IDI-YFPN 
IDI-YFPC IDI-GFP-AS 
GTACTAGTAATCAACTTGTGAATGGTTTTCA
TGTC 
SpeI 
 
Supplemental Table 8. Details of primer sequences and cloning procedure used to express full length MEP 
pathway enzyme fused to the split-YFP fragments.  
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Enzyme Primer sequence (5’-3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites 
Fusion 
protein 
CAB1 
 
CAB1-for 
GCACTAGTATGGCCGCCTCAACAATGGC SpeI pSCA-cassette-CFPi 
SpeI CAB-CFP CAB1-rev GCACTAGTCTTTCCGGGAACAAAGTTGGTGG
C 
SpeI 
TIC40 
TIC40-for 
GCACTAGTATGGAGAACCTTACCCTAGTTTC
TTGCT 
SpeI pSCA-cassette-CFPi 
SpeI TIC-CFP TIC40-rev 
GCACTAGTACCCGTCATTCCTGGGAAGAGC SpeI 
CCD4 
CCD4-for 
GCACTAGTATGGACTCTGTTTCTTCTTCTTC
CTTCC 
SpeI 
pSCA-cassette-CFPi 
SpeI CCD4-CFP CCD4-rev 
GCACTAGTAAGCTTATTAAGGTCACTTTCCT
TGACAAATAAC 
SpeI 
 
Supplemental Table 9. Details of primer sequences and cloning procedures used to create plastid 
subcompartment CFP-markers of. The CAB1 (chlorophyll a/b binding protein 1, At1g29930), TIC40 (translocon 
at the inner envelope of chloroplasts, At5g16620), CCD4 (carotenoid cleavage dioxygenase 4, At4g19170) 
proteins of A. thaliana were used as marker of thylakoid, inner membrane of plastid and plastoglobules, 
respectively. The coding sequence of these proteins was amplified using retro-transcribed RNA extracted from 
A. thaliana as matrix. 
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Supplemental Table 10. Details on the combination of filter sets used for each application. BP, Band Pass; LP, 
Long Pass. 
 
Enzymes EST identified  
DXS 2 ESTs (EG556631.1-99%) (EG559842.1-96%) 
DXS2 1 EST (FD420788.1-100%)  
DXR 4 ESTs (EG554580.1-99%) (EG559220.1-98%) (EG559646.1-98%) (EG555046.1-97%) 
CMS 1 EST (FD661085.1-99%) 
CMK 2 ESTs (EG556841.1-99%) (EG562193.1-98%)  
MECS No EST found 
HDS 1 EST (EG558328.1-96%) 
HDR 10 ESTs (EG562673.2-96%) (FD424529.1-100%) (FD424342.1-100%) (FD423471.1-100%) 
(FD422486.1-100%) (FD422148.1-100%) (FD421569.1-100%) (FD420299.1-100%) 
(FD42420555.1-100%) (FD421356.1-100%) 
IDI 9 ESTs (FD661184.1-99%) (FD419262.1-99%) (FD418246.1-99%) (FD424440.1-99%) 
(FD417267.1-100%) (FD660955.1-96%) (FD660833.1-96%) (FD661196.1-98%) (FD661086.1-
98%) 
 
Supplemental Table 11 - MEP pathway-related ESTs identified among the 22,619 C. roseus ESTs found in 
Genbank. EST codes and identity percent with the cloned cDNA sequences are indicated within brackets.   
Experiment Fluorochromes Filter Set Name 
(reference) 
Excitation Filter 
(nm) 
Emission Filter 
(nm) 
GFP/chlorophyll 
GFP JP1 (Chroma#31039) 460-480 500-520 BP 
Chlorophyll Chlorophyll-BP (Chroma#31017) 465-495 635-685 BP 
GFP/mCherry 
GFP JP1 (Chroma#31039) 460-480 500-520 BP 
mCherry Texas Red (Olympus U-MWIY2) 545-580 610 LP 
YFP/CFP 
YFP JP2 (Chroma#31040)  500-520 540-580 BP 
CFP Cyan GFP (Chroma#31044v2) 426-446 460-500 BP 
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Chapitre III 
 
Compartimentalisation cellulaire et subcellulaire des étapes 
épidermiques intermédiaires de la voie de biosynthèse des AIM de 
Catharanthus roseus : mise en place d’un mécanisme de défense par 
« bombe nucléaire à retardement »  
 
Présentation et synthèse des résultats 
Les 130 AIM synthétisés chez C. roseus, incluant les AIM monomères et dimères, 
dérivent tous d’un précurseur commun: la strictosidine. La molécule de strictosidine provient 
de la condensation de tryptamine (précurseur issu de la voie des indoles) et de sécologanine 
(issue de la voie des MTSI). Elle est, à ce titre, le premier AIM à proprement parler et 
constitue de ce fait un métabolite clé dans la biosynthèse des AIM anticancéreux de C. roseus. 
La strictosidine va ensuite subir une réaction de déglucosylation qui entraîne la libération 
d’un aglycone de strictosidine extrêmement réactif. L’aglycone de strictosidine est alors 
rapidement converti en dialdéhyde et subit ensuite une série de transformations menant à la 
formation de 4,21-déhydrogeissoschizine et de cathenamine (Gröger, 1985), à partir 
desquelles dériveront trois différentes sous-familles d’AIM via différentes voies de 
biosynthèse latérales (Hallard, 2000). Comme nous l’avons également évoqué dans 
l’introduction, avant que ne soit initié ce travail de thèse, les données de localisation cellulaire 
des produits des gènes impliqués dans les étapes intermédiaires de la voie de biosynthèse des 
AIM de C. roseus étaient déjà avancées bien qu’encore incomplètes, contrairement aux 
données de localisation subcellulaire qui incluaient de plus des résultats contradictoires 
comme illustré par STR et TDC à titre d’exemple. Cette situation nous a donc conduit à 
appliquer la stratégie de localisation subcellulaire mise en place au cours de ce travail et à 
compléter les données de localisation cellulaire afin d’établir une cartographie précise de 
l’organisation des étapes centrales de la voie de biosynthèse des AIM. Les résultats ainsi 
obtenus seront présentés sous la forme de deux articles se focalisant, pour le premier d’entre 
eux, sur les étapes catalysées par STR et SGD tant chez C. roseus que chez Rauvolfia 
serpentina (plante de la famille des Apocynaceae accumulant également des AIM), et pour le 
second sur l’organisation des étapes situées en amont de la synthèse de strictosidine. 
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Première partie : Déglucosylation de la strictosidine et formation 
d’un aglycone hautement réactif, impliqué dans les mécanismes de 
défense de la plante.  
 
La synthèse de la strictosidine est assurée par la strictosidine synthase (STR) qui 
catalyse la condensation de la tryptamine (précurseur indolique) et de la sécologanine 
(précurseur monoterpénique) dans la vacuole des cellules épidermiques des organes aériens de 
C. roseus (McKnight et al., 1991 ; St-Pierre et al., 1999). Le glucose que porte la strictosidine 
est ensuite hydrolysé sous l’action d’une glucosyl hydrolase de classe 1, la strictosidine β-D-
glucosidase (SGD) ce qui aboutit à la formation d’un aglycone de strictosidine très instable, 
extrêmement réactif (Geerlings et al., 2000). A l’échelle cellulaire, les premières études de 
distribution de transcrits basées sur l’analyse d’une banque d’EST générées à partir de 
fractions enrichies en épidermes avaient permis de démontrer la présence d’ARNm de SGD 
dans ce type de tissus (Murata et al., 2008). Toutefois, les limites de ce type d’analyse ont 
conduit à poursuivre, dans le cadre de la thèse de S. Mahroug (2006) cette étude par des 
approches d’hybridation d’ARN in situ, permettant d’établir de façon plus définitive la co-
expression des gènes codant STR et SGD au sein des épidermes foliaires de C. roseus. A 
l’échelle subcellulaire, l’application de la stratégie de transformation transitoire de cellules 
combinée à l’imagerie GFP a confirmée la localisation de STR au sein des vacuoles 
précédemment établie par McKnight et al. (1991) mais en précisant de façon complémentaire 
la séquence protéique responsable de cet adressage. En effet, des expériences de mutations et 
de délétions/fusions ont démontré que les 31 premiers résidus de STR (1-
MANFSESKSMMAVFFMFFLLLLSSSSSSSSS-31) assuraient l’adressage à la vacuole en 
empruntant la voie de sécrétion classique comme établi par l’utilisation d’une approche 
pharmacologique employant la Brefeldine A. De façon plus originale, ces travaux ont permis 
de réévaluer la localisation subcellulaire de SGD, en démontrant l’adressage de l’enzyme au 
noyau et non au réticulum endoplasmique comme préalablement établit par Geerlings et al. 
(2000). Cette localisation nucléaire est dépendante de la présence, à l’extrémité C-terminale 
de l’enzyme, d’une séquence de type « nuclear localisation signal » (NLS) bipartite (537-
KKRFREEDKLVELVKKQKY-555) qui avait été décrite auparavant comme contenant un 
motif d’adressage putatif (KKQKY) au réticulum endoplasmique (Geerlings et al., 2000). Ce 
modèle de compartimentalisation spécifique basé sur une séquestration dans deux 
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compartiments subcellulaires distincts de STR et de SGD, a également été caractérisé chez R. 
serpentina démontrant la transversalité de cette organisation subcellulaire.  
En parallèle, les conséquences physiologiques de cette compartimentalisation ont été 
abordées via la production chez E. coli des enzymes STR et SGD sous forme de protéines 
recombinantes et la mise en place de tests d’activité in vitro. En particulier, nous avons pu 
montrer que la réaction de déglucosylation de la strictosidine catalysée par SGD aboutit à la 
formation d’un algycone présentant un fort pouvoir de pontage des protéines, similaire à celui 
du glutaraldéhyde, via des expériences de retard sur gel. Ce mécanisme permettrait donc la 
mise en place d’un système de défense de la plante contre de potentiels agresseurs et constitue 
donc l’une des premières caractérisations d’un rôle physiologique des AIM. Ainsi, suite à 
l’endommagement des cellules sous un effet mécanique par exemple, la rupture du tonoplaste 
engendrerait la mise en contact massif de SGD et de la strictosidine accumulée dans les 
vacuoles causant en retour la réticulation des protéines végétales ou de l’agresseur, diminuant 
les propriétés nutritionnelles de la plante ou la capacité d’attaque.  
Ce système d’activation métabolique présente des similitudes avec le système de 
défense myrosinase-glucosinolate, plus connu sous le nom de « mustard oil bomb », présent 
dans la famille des Brassicaceae (Luthy et Matile, 1984 ; Kissen et al., 2009). Nous l’avons 
donc nommé « nuclear time bomb » en référence au modèle myrosinase-glucosinolate et en 
raison de la localisation nucléaire de SGD. Il sera décrit en détail dans l’article publié dans la 
revue BMC Plant Biology, présenté ci-après.  
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Seconde partie : Localisation des enzymes impliquées dans la 
synthèse des précurseurs de la strictosidine dans les organes aériens de 
Catharanthus roseus. 
 
Afin de compléter le modèle d’organisation des étapes centrales de la biosynthèse des 
AIM chez C. roseus, la suite de ce travail s’est focalisée sur l’étude de la localisation des 
enzymes assurant la synthèse des précurseurs terpénique et indolique de la strictosidine. En 
effet, au regard du rôle central de cette molécule dans la poursuite de la synthèse des AIM et 
dans les processus de défense de la plante, l’étude de l’organisation cellulaire et subcellulaire 
des enzymes qui participent à sa synthèse revêt un caractère de première importance en raison 
de l’existence potentielle de mécanismes de régulation par transports inter- et intracellulaires.  
Le précurseur indolique de la strictosidine, la tryptamine, provient de la 
décarboxylation du tryptophane sous l’action de l’enzyme TDC dont les transcrits ont été 
spécifiquement localisés au sein des épidermes des organes aériens de C. roseus (St-Pierre et 
al., 1999). Cependant, la localisation subcellulaire de l’enzyme reste sujette à caution puisque 
si une localisation extra-vacuolaire avait été établie par des expériences de fractionnement 
cellulaire (Stevens et al., 1993), celle-ci avait été remise en cause par des immunomarquages 
suggérant une localisation cytosolique et apoplastique de l’enzyme (Moreno-Valenzuela et 
al., 2003). 
Le précurseur terpénique de la strictosidine est la sécologanine, qui est synthétisée en 
plusieurs étapes via la voie des MTSI. Cette voie de biosynthèse est initiée par l’enzyme 
G10H dont les transcrits sont spécifiquement exprimés au sein des cellules du PAPI des 
feuilles (Burlat et al., 2004) et se termine par une réaction catalysée par l’enzyme SLS 
localisée au sein des épidermes foliaires (Irmler et al., 2000). Cette organisation suggère donc 
qu’un intermédiaire métabolique soit véhiculé entre les deux tissus pour assurer le flux 
métabolique de la voie. De plus, la démonstration de la présence des ARNm de l’enzyme 
LAMT au sein des épidermes est venue compléter partiellement ce modèle d’organisation, 
suite à l’analyse de la banque d’EST issus d’épidermes (Murata et al., 2008). Cependant, 
comme il a été évoqué précédemment dans ce manuscrit, l’information obtenue via ce type 
d’approches reste incomplète et nécessite confirmation par des techniques permettant une 
analyse simultanée de l’ensemble des tissus d’un organe. A l’échelle subcellulaire, les 
données de localisation ne sont également que partielles. Ainsi, par centrifugation sur gradient 
Résultats et Discussion    Chapitre III 
Thèse de Doctorat G. Guirimand      175 
de densité, la SLS a été co-purifiée avec le réseau de membranes internes (Irmler et al., 2000). 
Sur la base de ce résultat, une localisation au tonoplaste de la SLS a été proposée de façon 
surprenante (van der Heijden et al., 2004) bien que la majorité des enzymes de la famille des 
CYP450 dont fait partie SLS, soit associée à la face externe du réticulum endoplasmique 
(Werck-Reichhart et Feyereisen, 2000). Enfin, aucune information n’est disponible quant à la 
localisation subcellulaire de LAMT. 
Ces constatations ont donc fortement motivé la poursuite de la caractérisation de 
l’organisation des réactions catalysées par ces trois enzymes. Dans un premier temps, nous 
avons tout d’abord complété les données de localisation cellulaire en confirmant l’expression 
tissu-spécifique du gène codant LAMT dans les épidermes des jeunes feuilles et des 
cotylédons de C. roseus par hybridation d’ARN in situ, ceci suggérant donc que 
l’intermédiaire métabolique véhiculé soit situé en amont de l’action de LAMT. En parallèle, 
en combinant les approches d’imagerie GFP et de BiFC, nous avons démontré la stricte 
localisation cytosolique de TDC et son organisation en homo-oligomères dans le cytosol, 
cette capacité à former des dimères ayant par ailleurs été confirmée par des analyses en 
double hybride de levure. De la même façon, nous avons également mis en évidence la 
localisation cytosolique de LAMT, son organisation en homo-oligomères et les conséquences 
de celle-ci sur la localisation de l’enzyme. Enfin, nous avons pu établir la localisation de 
l’enzyme SLS au niveau du réticulum endoplasmique, en accord avec la présence d’une hélice 
transmembranaire à son extrémité N-terminale, dont la fonctionnalité a été caractérisée par 
des expériences de délétion/fusion. 
Sur la base de ces résultats, un modèle intégré d’organisation des enzymes assurant la 
synthèse de la strictosidine au sein des épidermes a été établi, montrant l’importance 
d’évènements de transports trans-tonoplastiques dans le sens antérograde pour les substrats de 
STR et dans le sens rétrograde pour le produit de STR. Ces résultats sont présentés dans 
l’article publié dans la revue FEBS Journal qui constitue la dernière partie de ce chapitre. 
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Abstract
Background: The first two enzymatic steps of monoterpene indole alkaloid (MIA) biosynthetic pathway are
catalysed by strictosidine synthase (STR) that condensates tryptamine and secologanin to form strictosidine and by
strictosidine b-D-glucosidase (SGD) that subsequently hydrolyses the glucose moiety of strictosidine. The resulting
unstable aglycon is rapidly converted into a highly reactive dialdehyde, from which more than 2,000 MIAs are
derived. Many studies were conducted to elucidate the biosynthesis and regulation of pharmacologically valuable
MIAs such as vinblastine and vincristine in Catharanthus roseus or ajmaline in Rauvolfia serpentina. However, very
few reports focused on the MIA physiological functions.
Results: In this study we showed that a strictosidine pool existed in planta and that the strictosidine
deglucosylation product(s) was (were) specifically responsible for in vitro protein cross-linking and precipitation
suggesting a potential role for strictosidine activation in plant defence. The spatial feasibility of such an activation
process was evaluated in planta. On the one hand, in situ hybridisation studies showed that CrSTR and CrSGD were
coexpressed in the epidermal first barrier of C. roseus aerial organs. However, a combination of GFP-imaging,
bimolecular fluorescence complementation and electromobility shift-zymogram experiments revealed that STR
from both C. roseus and R. serpentina were localised to the vacuole whereas SGD from both species were shown to
accumulate as highly stable supramolecular aggregates within the nucleus. Deletion and fusion studies allowed us
to identify and to demonstrate the functionality of CrSTR and CrSGD targeting sequences.
Conclusions: A spatial model was drawn to explain the role of the subcellular sequestration of STR and SGD to
control the MIA metabolic flux under normal physiological conditions. The model also illustrates the possible
mechanism of massive activation of the strictosidine vacuolar pool upon enzyme-substrate reunion occurring
during potential herbivore feeding constituting a so-called “nuclear time bomb” in reference to the “mustard oil
bomb” commonly used to describe the myrosinase-glucosinolate defence system in Brassicaceae.
Background
Strictosidine and its aglycon are the common first two
monoterpene indole alkaloids (MIAs) giving rise to
more than 2,000 specific MIAs in different plant species
[1-5] (Figure 1). Some species-specific MIAs such as
vinblastine and vincristine in Catharanthus roseus or
ajmaline in Rauvolfia serpentina are well known for
their highly valuable pharmaceutical properties [4-6]
(Figure 1). Until now, few studies have addressed the
physiological role of MIAs even though their high cyto-
toxicity points towards a role in plant defence [7-9].
The first committed step in MIA biosynthesis is car-
ried out by strictosidine synthase (STR; EC: 4.3.3.2)
which catalyses the condensation of the indolic precur-
sor tryptamine with the glucosylated secoiridoid precur-
sor secologanin to produce strictosidine (Figure 1).
Subsequently, strictosidine b-D-glucosidase (SGD; EC:
3.2.1.105) hydrolyses the strictosidine glucose moiety
producing an unstable aglycon that is rapidly converted
into a dialdehyde intermediate and further into cathena-
mine [1,2,6,10] (Figure 1). Following an uncomplete
C. roseus STR sequence description [11], the full cDNA
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Figure 1 Monoterpene indole alkaloid (MIA) biosynthetic pathway showing the common entry to the pathway through the
biosynthesis of strictosidine and its subsequent deglucosylation leading to species-specific end-products identified in Catharanthus
roseus and Rauvolfia serpentina. The biosynthetic pathways of MIA precursors and the first MIA biosynthetic steps are common to all MIA-
producing species (dark grey background). The species-specific MIA chemical diversity is exemplified in C. roseus and R. serpentina (light greys
background) where major advances in molecular biology of MIA biosynthesis have been performed. Chemical structures are coloured in red
(indolic moieties), in black (monoterpenoid moieties) and in blue (glucose). Cr, C. roseus (yellow); Rs, R. serpentina (green); STR, strictosidine
synthase; SGD, strictosidine b-D-glucosidase; RGD, raucaffricine b-D-glucosidase.
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encoding these enzymes have been isolated from both
C. roseus [1,12] and R. serpentina [2,13].
Glycoside hydrolysis by specific sequestrated glycosi-
dases activates many glycosylated secondary metabolites
leading to plant defence strategies against herbivores
[14] such as those observed in the so-called “mustard oil
bomb” glucosinolate-myrosinase defence systems in
Brassicaceae [15-18]. Although the differential compart-
mentation has not been elucidated in every model, the
accumulating glucosylated metabolites must be physi-
cally separated (either at the cellular level or at the sub-
cellular level) from the activating b-glucosidases [18].
The activation of toxic or repulsive metabolites occurs
following enzyme-substrate reunion during herbivore
feeding [14]. Such an activation mechanism has been
proposed for strictosidine with the formulated hypoth-
esis that upon cell damage, SGD would rapidly convert
strictosidine into an aglycon [1,2,9], which has been
shown to have antimicrobial activity [9]. However, no
formal demonstration of such a process has been pub-
lished so far. Interestingly, studies on Ligustrum obtusi-
folium leaves showed that an unidentified sequestrated
b-glucosidase was able to activate a compound chemi-
cally related to strictosidine, i.e. the phenolic secoiridoid
glucoside oleuropein, leading to the production of an
highly reactive dialdehyde that acts as a strong protein
cross-linker with a potent chemical defence role [19].
In this work, we evaluated the feasibility of such an
enzymatic activation mechanism for strictosidine with
the production of the dialdehyde intermediate by SGD.
Our efforts were focused mainly on the C. roseus model
and to a lesser extent on the R. serpentina enzymes.
Electrophoretic-mobility shift assays (EMSA) clearly
show that the strictosidine deglucosylation product(s)
has/have in vitro protein cross-linking and precipitating
properties that strictosidine does not have. We therefore
carefully studied, using in situ hybridisation and GFP-
imaging approaches, the cellular and subcellular localisa-
tion of STR and SGD to ascertain the physical separation
of both enzymes. Our results reveal a common localisa-
tion of both gene products in the C. roseus epidermis,
with STR being sequestrated in the vacuole whereas SGD
intriguingly accumulated as highly stable supramolecular
aggregates within the nucleus. The results are discussed
both in terms of physiological and ecophysiological
perspectives.
Results and discussion
The strictosidine deglucosylation product(s) promote(s)
in vitro protein cross-linking and precipitation
The first step of this study consisted of testing the abil-
ity of CrSGD to promote protein cross-linking in vitro
using EMSA with BSA as a standard protein (Figure 2).
A typical yellowish precipitate [20] specifically appeared
when 10 mM strictosidine and the CrSGD extract were
mixed (Figure 2a). The EMSA supernatant analysis
revealed that the BSA migrated correctly displaying a
typical 66 kDa band with similar Coomassie blue stain-
ing intensities under the different control conditions, i.e.
BSA alone or in presence of strictosidine, BSA in pre-
sence of strictosidine and a control E. coli protein
extract, as well as BSA in presence of tryptamine or
secologanin, the two strictosidine precursors (Figures 1
and 2b) and BSA in presence of a protein extract from
Figure 2 The specific CrSGD-mediated deglucosylation
activates strictosidine and induces in vitro cross-linking and
precipitation of BSA. (a) Picture of microtubes showing the
apparition of a yellowish precipitate within few seconds when
CrSGD was mixed with 10 mM strictosidine, its specific substrate. (b)
EMSA (SDS-PAGE and Coomassie blue staining) of supernatants
showing that in the specific presence of both strictosidine and
CrSGD the BSA was cross-linked and precipitated and therefore
barely entered the gel with a consecutive disappearance of the
monomeric BSA band at 66 kDa. Cross-linking of BSA with
glutaraldehyde is also shown as a control. (c) HPLC monitoring of
the final strictosidine concentration (mM) in the supernatants
allowed to check the specificity of strictosidine deglucosylation by
recombinant CrSGD. ND, not determined.
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CrSGD-overexpressing E. coli cells (data not shown).
Interestingly, the 66 kDa BSA band disappeared when
BSA was incubated with strictosidine and a protein
extract from CrSGD-overexpressing E. coli cells in a
similar way to BSA incubated with glutaraldehyde which
is used as a protein cross-linking control (Figure 2b).
Under these two conditions, most of the BSA was
retained in the pellet since only traces of high molecular
weight cross-linked BSA barely entered the gel. How-
ever, the heavy yellowish precipitation was specific to
the SGD/strictosidine condition since it was not
observed with glutaraldehyde. The HPLC monitoring of
strictosidine disappearance confirmed the specificity of
the CrSGD enzymatic reaction and excluded the possibi-
lity of non-specific degradation of strictosidine (Figure
2c). Similar results were also obtained even if less spec-
tacular using 1 mM strictosidine (data not shown).
From these in-vitro results it was hypothesised that the
specific strictosidine deglucosylation leading to a dialde-
hyde aglycon could have evolved as an activation pro-
cess leading to protein cross-linking and precipitation
that may help C. roseus in defence processes against
herbivore attacks in a similar way as during the activa-
tion of the phenolic secoiridoid glycoside oleuropein in
L. obtusifolium [19].
CrSTR and CrSGD are co-expressed in the epidermis of
aerial organs
The in planta feasibility of the strictosidine activation
following potential herbivore feeding necessitated a spa-
tial separation of strictosidine and CrSGD within dis-
tinct cell types and/or distinct organelles. In C. roseus,
the MIA biosynthetic pathway displays a complex multi-
cellular spatial organisation with at least three groups of
cell types being involved. The early steps of the mono-
terpenoid pathway occur within the internal phloem
associated parenchyma specialised cells [21-25]. Gene
products from tryptophan decarboxylase (CrTDC), seco-
loganin synthase (CrSLS), involved in the synthesis of
tryptamine and secologanin, respectively, as well as from
CrSTR are specifically localised to the epidermis
[25-28]. Finally, the last two steps in vindoline biosynth-
esis take place within specialised laticifer and idioblast
cells [28]. No direct evidence of CrSGD cell-specific
localisation was available and it was therefore not possi-
ble to determine whether or not CrSTR and CrSGD
were located in different cell types. Thus, the localisa-
tion of CrSTR and CrSGD genes products were first
studied at the cellular level. Using in situ hybridisation,
we clearly demonstrated that both genes were specifi-
cally expressed within the epidermis (Figure 3a-c) and
not within the laticifer-idioblast CrD4H-expressing cells
(Figure 3d). This result was in agreement with recent
transcriptomic analysis showing a relative enrichment of
CrSGD expression in the C. roseus epidermome [29].
This result also reinforced the definition of epidermis as
a pivotal site for secondary metabolism in C. roseus [27]
and suggested that the epidermis as first barrier was
involved in strictosidine-mediated defence processes.
Therefore, it was relevant to investigate the existence of
a compartmentation between the site of strictosidine
synthesis and the site of strictosidine deglucosylation
among the different organelles of epidermal cells.
CrSTR is targeted to the vacuole through the secretory
pathway allowing vacuolar strictosidine accumulation
Contradictory density gradient and immunogold analysis
reported CrSTR as being either surprisingly cytoplasmic
[30] or vacuolar [31,32]. Therefore, we used the recently
optimised biolistic-mediated transient transformation of
C. roseus cells applied to GFP-imaging [24] to illustrate
the putative vacuolar CrSTR localisation but also to
identify potential vacuolar targeting sequences.
Indeed, CrSTR-GFP appeared to accumulate within the
vacuole (Figure 4a-d) as previously suggested
[31,32]. This was also in agreement with the predicted
N-terminal signal peptide (sp) (1-MANFSESKSM-
MAVFFMFFLLLLSSSSSSSSS-31) followed by a vacuolar
sorting-like sequence (32-SPIL-35) reminiscent of NPIR
(L) vacuolar targeting N-terminal sequence of papain-
like cysteine proteases from various plant species and
sweet potato sporamin [33,34]. Accordingly, a CrSTR
N-terminus truncated version deprived from the N-
terminal signal peptide and the vacuolar sorting-like
tetrapeptide was neither able to enter the secretory
pathway or reach the vacuole and consequently
remained in the cytoplasm with a passive diffusion to
the nucleus (Figure 4e-h). In turn, the sole N terminal
sequence was able to specifically drive the targeting of
GFP to the vacuole (Figure 4i-l). Conversely, a single
mutation (SPGL) within the putative vacuolar sorting
sequence (SPIL) disabled the targeting of the fusion pro-
tein to the vacuole and rerouted it to the secretory path-
way towards the plasma membrane-cell wall region
(Figure 4m-p) similarly to what was described in the
case of sporamin [34]. Finally, treatment with Brefeldin
A (BFA), a drug disrupting the ER-to-cis golgi antero-
grade endomembrane transport system [35], led to the
retention of CrSTR-GFP within the BFA-induced disor-
ganised ER (Additional file 1). This illustrates that the
CrSTR vacuolar targeting was carried out via the classi-
cal ER-to-golgi-to-vacuole route. The fact that strictosi-
dine was synthesised in the vacuole does not necessarily
imply that a strictosidine pool exists. Therefore, we stu-
died the strictosidine, catharanthine and vindoline con-
tents within whole leaves of 13 week-old C. roseus
in vitro plants using HPLC (Figures 1 and 5). We mea-
sured 94 ± 16 μg of strictosidine per g of fresh young
Guirimand et al. BMC Plant Biology 2010, 10:182
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leaves in relative agreement with the detection of 63 ±
29 and 260 ± 30 μg per g of fresh mature and young
leaves from greenhouse-raised mature C. roseus, respec-
tively [9]. Moreover, under our conditions, the strictosi-
dine leaf content increased following methyljasmonate
(MeJa) and ethephon treatment mimicking herbivore
and/or necrotrophic microorganism attack to reach
995 ± 45 μg.g-1 of fresh weight within one week (Figure
5a). However, the catharanthine and vindoline contents
were constitutively higher and slightly decreased follow-
ing hormonal treatments (Figures 5b-c). In order to
better compare these strictosidine concentrations with
the condition used in our in vitro EMSA tests (Figure
2), we also estimated the results in mM strictosidine
within the epidermis (Figure 5a) since both STR and
SGD were localised to this cell type (Figure 3). The unit
conversion takes into account the molecular weight of
strictosidine (530.56 g.mol-1), a rough estimation that at
least 80% of the leave fresh weight correspond to aqu-
eous vacuoles, and a 10-fold enrichment factor for the
epidermis fraction as compared to the whole leaves
deduced from [29]. Indeed, concerning this last para-
meter, the recent C. roseus epidermome analysis
revealed a 10-fold enrichment of the enzymatic activities
of loganic acid O-methyltransferase (LAMT) involved in
secologanin biosynthesis and 16-hydroxytabersonine 16-
O-methyltransferase (16OMT) involved in vindoline bio-
synthesis, within the epidermome fraction of C. roseus
young leaves as compared to the whole young C. roseus
fraction [29]. As a consequence, it is reasonable to think
that the strictosidine content within the epidermis was
at least 1.4 mM under normal in vitro conditions and
Figure 3 CrSGD is expressed in the epidermis of C. roseus aerial organs. Serial longitudinal sections of a young developing leaf were
hybridised either with CrSGD antisense (AS) riboprobes, with CrSGD sense (S) probes used as a negative control or with a CrSTR AS probe and a
CrD4H AS probe used as positive controls [28]. In the revoluted developing base of the leaf, CrSGD is specifically coexpressed in the epidermis
with CrSTR, the preceding gene in the monoterpene indole alkaloid (MIA) pathway whereas CrD4H involved in a downstream step along the
MIA pathway is expressed in the specialised laticifer-idioblast cells. Cr, C. roseus; STR, strictosidine synthase; SGD, strictosidine b-D-glucosidase;
D4H, desacetoxyvindoline 4-hydroxylase. Bar: 100 μm
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reached 15 mM following hormonal treatment mimick-
ing herbivore attack (Figure 5a). Therefore these values
constitute a significant strictosidine pool and somehow
validate the physiological relevance of the in vitro con-
centration (10 mM and to a lesser extend 1 mM) used
during the EMSA experiments (Figure 2).
CrSGD is targeted to the nucleus using a bipartite NLS
sequence and adopts a multimerised organisation relying
on an accessible C-terminus sequence
CrSGD subcellular localisation appears to be unclear. It
was indirectly hypothesised to be localised to the ER
based on in vivo apparition of strictosidine-induced
Figure 4 CrSTR is targeted to the vacuole of C. roseus cells by an N-terminal signal peptide and a consecutive vacuolar sorting
tetrapeptide (SPIL). Undifferentiated C. roseus cells were transformed to express CrSTR-GFP or deletion/fusion GFP constructs as indicated in
the 1st column. Calcofluor and CFP-GUS were used to visualise the cell wall and the cytoplasm, respectively (2nd column). The merged image
and the DIC morphology are presented in the 3rd and 4th columns, respectively. Note that CrSTR-GFP was localised to the vacuole and that the
N-terminus signal peptide was necessary and sufficient to target the fusion protein to the secretory pathway whereas the tetrapetide SPIL was
necessary and sufficient to further sort to the vacuole the fusion protein that entered the secretory pathway. sp(SPIL), N-terminus CrSTR signal
peptide and SPIL vacuolar sorting tetrapeptide; spmut(SPGL), N-terminus CrSTR signal peptide and mutated SPGL vacuolar sorting tetrapeptide;
Δsp(SPIL)STR, CrSTR deleted from sp(SPIL). Bar: 10 μm.
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yellow fluorescence in a cell domain described as the ER
in C. roseus cells and protoplasts and on the presence of
a putative ER-anchoring KKXKX C-terminal sequence
[1]. The same authors also noticed putative peroxisome
internal targeting sequences. We used the GFP imaging
approach to further study the CrSGD subcellular locali-
sation. Surprisingly, in C. roseus cells, CrSGD-GFP
perfectly colocalised with the nucleus marker (Figure
6a-d) and was clearly excluded from the ER (Figure 6e-
h) contradicting the previous proposed CrSGD ER
localisation [1]. Careful examination of the CrSGD 555
residues allowed us to identify a C-terminal bipartite
Nuclear Localisation Signal (NLS) (537-KKRFREEDKL-
VELVKKQKY-555) that included the putative KKXKX
C-terminal sequence [1]. This sequence matched exactly
with the bipartite NLS consensus sequence (Prosite,
PDOC00015) composed of two basic residues (K/R) fol-
lowed by a spacer of up to 10 residues and ending with
a 5 residue-sequence including at least three basic resi-
dues (K/R) as originally described for nucleoplasmin
[36]. The reverse fusion construct, leaving the bipartite
NLS accessible (GFP-CrSGD), was still targeted to the
nucleus and not to the ER, but with a punctuated fluor-
escence pattern (data not shown) rapidly switching to a
fusiform fluorescence pattern as the time of protein
expression increased (Figure 6i-p). Such aggregation-like
pattern was in agreement with the proposed CrSGD
multimerised organisation [1,10,37]. In order to ascer-
tain that this nuclear localisation actually corresponded
to the fusion proteins and was not due to an improbable
passive diffusion of GFP within the nucleus following
cleavage from the fusion proteins, SDS-PAGE and anti-
GFP western blots were performed on two C. roseus cell
lines that were stably transformed with CrSGD-GFP and
GFP-CrSGD constructs, respectively (Additional file 2a)
and that constitutively displayed the same diffuse versus
aggregated nuclear fluorescence patterns as the corre-
sponding transiently transformed cells (Additional file
2b). Accordingly, a single band around 95 kDa was
obtained with both CrSGD-GFP and GFP-CrSGD in
close agreement with the theoretical 91 kDa of the
fusions based on the apparent 63 kDa of SGD [1] and
the 28 kDa of GFP (Additional file 2a). Additionally, the
respective subcellular localisation of CrSGD-GFP and
GFP-CrSGD were confirmed within C. roseus leaf epi-
dermal cells, i.e. the in planta CrSGD-expressing cells
(Additional file 3a-h). Therefore, a functional analysis of
the bipartite NLS was conducted by either NLS deletion
or fusion experiments. The bipartite NLS appeared
necessary for the nuclear targeting but unnecessary for
the aggregation like-pattern. Indeed, CrSGDΔnls-GFP
was unable to reach the nucleus and perfectly coloca-
lised with the cytoplasm marker YFP-GUS (Figure 7a-d)
whereas GFP-CrSGDΔnls also remained in the cyto-
plasm with rather a punctuated (Figure 7e-h) and even-
tually a fusiform (Figure 7i-l) cytoplasmic fluorescence
pattern. Furthermore, the bipartite NLS was also suffi-
cient for nuclear targeting since GFP-GUS-nls displayed
a nuclear localisation (Figure 7m-p). The interaction of
CrSGD within the nucleus was further studied by Bimo-
lecular Fluorescence Complementation (BiFC) in
Figure 5 Time course of strictosidine (a), catharanthine (b) and
vindoline (c) contents in C. roseus leaves following MeJa and
Ethephon treatment. The results for strictosidine, catharanthine
and vindoline are expressed in mg/g FW of whole leaves (left y
axis) and for strictosidine a calculated estimation of concentration
(mM) within the epidermis is provided (right y axis). This estimation
takes into account the molecular weight of strictosidine (530.56 g.
mol-1), a rough estimation that 80% of the fresh weight is liquid,
and a 10-fold enrichment for the epidermis fraction as compared to
the whole leaves deduced from [29].
Guirimand et al. BMC Plant Biology 2010, 10:182
http://www.biomedcentral.com/1471-2229/10/182
Page 7 of 20
Résultats et Discussion Chapitre III
Thèse de Doctorat G. Guirimand 182
C. roseus cells (Figure 8; Additional file 4). Positive con-
trol of protein-protein specific interaction in the nucleus
of C. roseus cells was obtained using a bZIP63-YFPN
and bZIP63-YFPC double transformation [38] (Figure
8a) whereas the absence of non specific interaction of
CrSGD with bZIP63 was checked with the combinations
of double transformation of constructs from both
proteins fused either in N-terminus or C-terminus of
YFPN and YFPC, respectively (Figure 8b,c,d,g). The com-
binations of double transformation of the four CrSGD
BiFC constructs always showed a specific nuclear fluor-
escence signal suggesting that CrSGD was able to at
least dimerise irrespective to the accessibility of its
extremities (Figure 8e,f,h,i). However, it was absolutely
Figure 6 CrSGD is localised to the nucleus of C. roseus cells with a diffuse or a punctuated/fusiform aggregation-like pattern of
fluorescence dependant on the orientation of the GFP fusion. Undifferentiated C. roseus cells were co-transformed with CrSGD-GFP or GFP-
CrSGD constructs (1st column) together with mcherry or YFP organelle markers constructs (2nd column). The merged image and the DIC
morphology are presented in the 3rd and 4th columns, respectively. Note that SGD fusions were localised to the nucleus and not to the ER with
either a diffuse fluorescence pattern (CrSGD-GFP) and a punctuated or fusiform aggregation-like pattern of fluorescence (GFP-CrSGD). Bar: 10 μm.
Guirimand et al. BMC Plant Biology 2010, 10:182
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necessary that both coexpressed fusion proteins had the
CrSGD C-terminus extremity accessible (YFPN-CrSGD
and YFPC-CrSGD) to display the typical punctuated/
fusiform fluorescence pattern of the multimerised
CrSGD (Figure 8i). Taken all together, these results
demonstrated that CrSGD was addressed to the nucleus
using a bipartite NLS that was both necessary and suffi-
cient for the nuclear targeting. They also suggested that
CrSGD was able to multimerise in this compartment, as
well as in the cytoplasm, when the NLS was deleted, via
Figure 7 The C-terminal CrSGD bipartite nuclear localisation signal (NLS) is necessary and sufficient to drive the nuclear targeting of
CrSGD and an accessible NLS-independent CrSGD sequence located upstream to the NLS promotes the aggregation of CrSGD.
Undifferentiated C. roseus cells were co-transformed to express deletion/fusion forms of CrSGD (1st column) and organelle markers (2nd column).
The merged image and the DIC morphology are presented in the 3rd and 4th columns, respectively. Note that the bipartite NLS from CrSGD was
necessary for the nuclear targeting since fusion protein deprived from the NLS remained in the cytoplasm either displaying a diffuse pattern of
fluorescence when the GFP was fused in the C-terminus extremity of the deleted CrSGD (a-d), or a punctuated (e-h) or fusiform (i-l) pattern of
fluorescence when the deleted CrSGD C-terminus extremity was accessible in the fusion protein. Note also that the bipartite NLS was sufficient
to drive the nuclear targeting but unable to promote the aggregation pattern (m-p). Bar: 10 μm.
Guirimand et al. BMC Plant Biology 2010, 10:182
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a sequence located upstream of the C-terminal NLS.
This sequence had to remain accessible to promote
CrSGD multimerisation since no multimerised organisa-
tion could be observed when CrSGD was fused to the
N-terminal end of GFP (Figure 6a-h; Additional file 3a-
d) or split-YFP (Figure 8e,f,h). Previous work under
native conditions described CrSGD as a more than
1,500 kDa multimerised complex [1,37], although its
inclusion in large aggregates has not been described
before. Plant b-glucosidases have been described to
form multimers or to be included in insoluble aggre-
gates in the cytosol and the chloroplast [39-41]. So far
few plant b-glucosidases have been observed in the
nucleus [42,43] and, to our knowledge, none were found
in aggregates. The observed CrSTR and CrSGD subcel-
lular compartmentation is in agreement with the
Figure 8 BiFC experiments showing that CrSGD fused either in N-terminus or C-terminus of YFP fragments are able to specifically
interact. To evaluate the BiFC, undifferentiated C. roseus cells were co-transformed with the construct indicated on the left (fusions with the
YFPC fragment) and the construct indicated on the top (fusions with the YFPN fragment). Interactions between two CrSGD fusions allowed
reconstitution of the YFP fluorochrome with a diffuse nuclear fluorescence pattern when at least one of the C-terminus was blocked by a YFP
fragment (e, f, h), whereas an aggregated fluorescence pattern required the interaction of two fusion proteins with an accessible CrSGD C-
terminal extremity. bZIP63 was used as a positive control of BiFC and to test for non-specific interaction with CrSGD fusions. The efficiency of
the co-transformation was further evaluated with the co-transformation of a “plastid"-CFP marker (Additional file 4). The images presented are
merges of the YFP BiFC channel (Magenta false colour) and DIC channel to show the morphology of the cells. YFPN, (aa 1-173); YFPC, (aa 156-
239). Bar: 10 μm.
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potential for the strictosidine pool to be activated fol-
lowing strictosidine-SGD reunion during herbivore
feeding.
The conserved differential localisation of STR and SGD
from R. serpentina and C. roseus suggests a common
strictosidine activation mechanism in Apocynaceae
With the sequences of STR and SGD from R. serpen-
tina also in hands (Figure 1), we studied the subcellu-
lar localisation of these enzymes in undifferentiated
C. roseus cells. RsSTR was targeted to the vacuole in
the same way as CrSTR (Figure 9a-d) in agreement
with the predicted N-terminal signal peptide (1-
MAKLSDSQTMALFTVFLLFLSSSLALS-27) and vacuo-
lar sorting-like peptide (28-SPIL-31). Moreover, RsSGD
was localised to the nucleus with the same fluores-
cence pattern as CrSGD according to the orientation
of the fusion (Figure 9e-l) in agreement with the pre-
dicted C-terminal bipartite NLS (514-AKRRREEAQ-
VELVKRQKT-532). This common segregation of
vacuolar STR and nuclear SGD suggested that the pro-
posed strictosidine activation-mediated defence process
could be a common characteristic of other strictosi-
dine-accumulating Apocynaceae. The discrepancies
between the observed common localisation of CrSGD
and RsSGD as compared to the previous hypothesis of
the CrSGD ER localisation could be either due to the
low resolution of the strictosidine-induced yellow
fluorescence pattern that made it difficult to distin-
guish the nucleus from the ER [1], or to the fact that
this yellow fluorescence could also correspond to the
product of an unidentified ER-located MIA biosyn-
thetic enzyme positioned further downstream in the
MIA pathway. All together, CrSGD and RsSGD are
now considered to accumulate as multimerised aggre-
gates within the nucleus. It may first appear unusual to
find metabolic enzymes within the nucleus. However,
some examples have already been described. The flavo-
noid biosynthetic enzymes chalcone synthase (CHS)
and chalcone isomerase (CHI) in Arabidopsis thaliana
[44], and most interestingly, plant b-glucosidases in
Olea europaea and Medicago truncatula [42,43] have
all previously been reported to be localised within the
nucleus. Finally, in C. roseus and R. serpentina this
nuclear localisation could insure an efficient physical
separation of SGD from the vacuolar pool of strictosi-
dine in intact cells even though the nature of the
sequestrating organelle (nucleus) appears rather
uncommon. In the mean time this dual subcellular
compartmentation renders spatially feasible the mas-
sive activation of the strictosidine pool upon organelle
reunion occurring during herbivore feeding.
The CrSGD multimerisation is a specific and autonomous
mechanism that increases the CrSGD proteolysis
resistance
One point that remained to be explored was the signifi-
cance of the SGD multimerisation. It has previously
been reported that the aggregation pattern of some
plant-defence-related b-glucosidases helps to stabilise
their activity [14,40,41]. We first studied whether the
SGD nuclear aggregation was unique among MIA-
related b-glucosidases by analysing the targeting pattern
of raucaffricine b-D-glucosidase (RsRGD), another
R. serpentina MIA-related b-glucosidase (Figure 1).
Interestingly, RsRGD was also targeted to the nucleus
(Figure 9m-t) in agreement with the predicted C-term-
inal bipartite NLS (521-VKRSIREDDEEQVSSKRLRK-
540) attributing additional intriguing importance of this
organelle during the MIA biosynthetic pathway. How-
ever, both orientations of the fusion (RsRGD-GFP and
GFP-RsRGD) displayed a diffuse nuclear fluorescence
pattern suggesting that SGD aggregation may be unique
among MIA-related b-glucosidases. Therefore, it would
be of interest to study the subcellular localisation and
potential aggregation of two new b-glucosidases closely
related to RGD (and to lesser extend to SGD) that have
been implicated in terpenoid-isoquinoline alkaloid bio-
synthesis in Psychotria ipecacuanha [45] and for which
a predicted C-terminal NLS has been identified (data
not shown).
Previous reports have identified specific proteinaceous
b-glucosidase aggregating factors that mediate the for-
mation of b-glucosidase large insoluble aggregates in
several systems [14,39,46,47]. In order to determine
whether SGD aggregation could be under the control of
one or more specific aggregating factors in C. roseus, we
studied the localisation of CrSGD in onion epidermis, a
remote non MIA-producing plant model. Interestingly,
CrSGD was targeted to the nucleus (Additional file 3i-l)
with a specific aggregation pattern when its C-terminus
extremity was accessible in the fusion protein (Addi-
tional file 3m-p) suggesting that an autonomous aggre-
gation could occur. In addition, we also evaluated the
ability of recombinant CrSGD produced in E. coli to
multimerise in vitro. Therefore, we performed EMSA
experiments (Figure 10a) with corresponding zymo-
grams using 4-methylumbelliferyl-b-d-glucoside (MUG)
as a fluorogenic b-glucosidase generic substrate (Figure
10b). While comparing boiled protein extracts from
E. coli transformed with either the CrSGD-overexpres-
sing vector (lane BS) or the empty vector negative
control (lane BC), CrSGD appeared as a major mono-
mer band (1) (Figure 10a). In unboiled native samples, it
was mostly converted into a low mobility band (2)
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Figure 9 The subcellular localisation of STR and SGD isolated from R. serpentina is conserved but the RsRGD does not aggregate in
the nucleus. Undifferentiated C. roseus cells were co-transformed to express RsSTR, RsSGD and RsRGD GFP fusions (1st column) and a nucleus
marker (2nd column). The merged image and the DIC morphology are presented in the 3rd and 4th columns, respectively. Note that both RsSTR
and RsSGD displayed exactly the same fluorescence patterns as CrSTR and CrSGD, respectively. Note also that RsRGD-GFP and GFP-RsRGD
displayed a diffuse nuclear fluorescence pattern reinforcing the specificity of the aggregation of CrSGD and RsSGD. Bar: 10 μm.
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which barely entered the gel. This band represents a
native multimerised form of CrSGD since it was specific
to the CrSGD-overexpressing vector condition (Figure
10a, lanes NS and NC), pointing once again to autono-
mous SGD aggregation. The b-glucosidase zymogram
(Figure 10b) revealed that the multimerised CrSGD (2)
constituted an active enzymatic complex as did a supra-
molecular form of CrSGD (3) that was undetectable
with Coomassie blue staining (Figure 10a-b). The b-glu-
cosidases aggregates are often active [47] but the physio-
logical role of this aggregation remains unclear. Previous
authors have proposed that this aggregation provides a
protective role against proteases [48] and against herbi-
vore chemical diversion strategies [49]. By incubating
recombinant CrSGD enriched protein extracts with
increasing amount of proteinase K (PK), we clearly
demonstrated the low susceptibility of multimerised
CrSGD to protein hydrolysis attack, since PK treatment
only caused a slight decrease of the multimer size with-
out affecting its apparent activity (Figure 10c-d). The
autonomous SGD multimerisation may thus protect this
enzyme from herbivore proteases. Indeed, the saliva of
the herbivorous butterfly Heliconius melpomene has
been shown to be enriched with proteases with high
proteolytic activity [50]. Furthermore, proteases have
been identified in the midgut secretions of various her-
bivorous insect species.
Conclusions
Physiological and ecophysiological implications
The physiological implications of these results were
summarised on a working model (Figure 11). Under
normal physiological conditions leading to MIA bio-
synthesis, the sequestration of strictosidine biosynthesis
within the vacuole and its subsequent deglucosylation
within the nucleus by a stable supramolecular SGD
complex implies that an unknown transportation system
of strictosidine across the tonoplast plays an important
role in the control of the MIA biosynthetic flux (Figure
11a). Members of the ATP binding cassette (ABC)
transporter superfamily have been demonstrated to
recruit various alkaloids including the MIA heterodi-
mers vinblastine and vincristine and could therefore be
interesting candidates for such transportation [51]. This
unknown transportation step appears as highly rate-lim-
iting during the MIA biosynthetic pathway since we
showed that MeJa and Ethephon treatments led to an
important increase of the strictosidine pool whereas the
level of vindoline and catharanthine slightly decreased
(Figures 1 and 5). At the moment, apart from an effi-
cient physical separation of SGD from the vacuole-accu-
mulated strictosidine which circumvents the potential
deleterious effect of a massive activation of the strictosi-
dine pool, the physiological reason for the intriguing
Figure 10 The native recombinant CrSGD is an autonomously
formed supramolecular multimerised complex with a highly
stable b-glucosidase activity. CrSGD was expressed as a
recombinant protein in E. coli and total E. coli protein extracts were
analysed by SDS-PAGE (a) or native PAGE (b-d) followed by
Coomassie blue staining (a,c) or by b-glucosidase zymogram (b,d)
without (a-b) or with (c-d) proteinase K (PK) treatments. The E. coli
protein extracts from cells transformed with CrSGD-over expressing
vector (S) or from control cells transformed with an empty vector
(C) were boiled before electrophoresis (B) or native (N). Band
annotations: 1, denatured CrSGD present as a monomer; 2,
multimerised CrSGD that hardly entered the resolving gel; 3,
supramolecular CrSGD that barely enter the stacking gel. Note that
the multimerised and supramolecular CrSGD forms (2 and 3)
present a specific b-glucosidase activity that is highly stable
following PK treatments.
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Figure 11 Working model showing the physiological relevance and the potential plant-defence implications of the vacuole-to-nucleus
strictosidine activation. (a) The subcellular compartmentation of STR and SGD is displayed illustrating that an unknown transportation system
of strictosidine across the tonoplast (labelled with “?”) constitutes a potential important rate limiting step for the flux of MIA biosynthetic
pathway. In C. roseus, this part of the pathway is specifically localised to the epidermis of aerial organs. According to the drastic consequences of
the CrSGD-mediated massive strictosidine activation (demonstrated by the in vitro experience), this potential rate limiting step appears as a
mean for the cells to control the rate of formation of toxic dialdehyde following the deglucosylation of strictosidine by SGD in the nucleus in
relation with the metabolic capacity of the next MIA biosynthetic enzymes. (b) In the case of herbivore feeding or necrotrophic pathogen attack,
this subcellular compartmentation may be mechanically or enzymatically disrupted. As a consequence, the massive deglucosylation of the
strictosidine pool by highly stable SGD aggregates leads to the overproduction of the dialdehyde form to such a level that the MIA biosynthetic
machinery is not fully able to take in charge. Massive protein cross-linking and precipitation could therefore be a potential mean for the plant to
deter the herbivores and/or the necrotrophic microorganism from their feeding habit.
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SGD and RGD nuclear sequestration appears unclear.
The role of SGD multimerisation may be to prevent
both a potential leakage of SGD into the cytoplasm by
passive diffusion and as a means to stabilise its enzy-
matic activity upon potential proteolysis attack. There-
fore, under normal physiological conditions, the control
of strictosidine vacuolar efflux could insure that the
level of activated dialdehyde, produced following stricto-
sidine deglucosylation in the nucleus, is not too high to
be fully metabolised by the following steps of the MIA
biosynthetic pathway (Figure 11a). At this stage, since
the implication of metabolons during plant secondary
metabolisms is growingly recognised [52], a tempting
hypothesis is that an unknown enzyme could be in close
proximity to the site of dialdehyde production in order
to rapidly metabolise this activated metabolite, possibly
constituting a nuclear metabolon with SGD. In this
respect it is interesting to note that pioneer studies of
the MIA ajmalicine biosynthetic pathway referred to a
so called “ajmalicine synthetase” large multienzyme
complex that could encompass the glucosidase activity
[53].
In C. roseus young leaves, a strictosidine pool consti-
tutively exists in the mM range and is 10-fold increased
following hormonal treatment mimicking herbivore and/
or necrotrophic microorganism attack whereas slight
decrease is observed for vindoline and catharanthine,
positioned downstream along the MIA pathway (Figures
1 and 5). This is in agreement with a potential impor-
tant triggering role for the strictosidine vacuolar pool
during herbivore and/or pathogen attack. The second
part of this model constitutes a so-called “nuclear time
bomb” (Figure 11b). We propose that the massive acti-
vation of the strictosidine vacuolar pool by the nuclear
SGD complex could occur following cellular disruption,
for instance during herbivore feeding or necrotrophic
pathogen attack, and that the induced protein cross-
linking and precipitation could be a mean for the plant
to deter some herbivores from their feeding habit in a
similar manner to the Ligustrum/oleuropein system[19].
The exact role of protein cross-linking and precipitation
in the defence mechanism is here not fully understood
partially due to the lack of knowledge on Apocynaceae
aggressors. However, induced protein cross-linking and
precipitation could be either deleterious for the herbi-
vore/necrotrophic pathogen enzymatic activities and/or
could lead to decrease of nutritive value of the food as
previously reported for the Ligustrum/oleuropein system
[19]. In the latter case, the larva of Brahmaea wallichii,
a Ligustrum specialist herbivore has been shown to
avoid the plant defence strategy by an adaptive evolu-
tion. In this instance, very high concentration of free
glycine are found in the larval digestive juice which
quench the protein-cross linking effect of the activated
oleuropein aglycon [54]. To our knowledge, no such
specialist herbivore has been described in C. roseus and
R. serpentina [55]. Such an activation of strictosidine is
probably only a part of the plant defence strategies
developed in these species given their metabolomic high
complexity including numerous directly toxic com-
pounds [7-9,55].
Methods
Cloning procedures
CrSTR (GeneBank accession CAA43936), CrSGD
(AAF28800), RsSTR (CAA44208), RsSGD (CAC83098)
and RsRGD (AAF03675) cDNAs were amplified using
Pfu high fidelity DNA polymerase (Promega) from
reverse-transcribed total RNA and were fully sequenced.
All primers and plasmids used for cloning are listed in
Additional file 5.
Recombinant CrSGD production
The CrSGD full-length open reading frame was ampli-
fied with the pQE-SGD-Bam and pQE-SGD-Hind oligo-
nucleotides and further cloned in pQE-30 (Qiagen)
(Additional file 6). The recombinant protein was
expressed in E. coli JM109 strain during 4 h at 30°C fol-
lowing addition of 1 mM isopropyl-b-D-galactoside dur-
ing the exponential growth step of the bacterial cell
culture. The SGD-expressing and the control (empty
vector) E. coli cells were collected by centrifugation (15
min, 5,000×g) and resuspended in activity buffer [100
mM sodium phosphate buffer pH 6.55, PMSF (1 mM),
EDTA-free protease inhibitor cocktail at working con-
centration (Roche, Meylan, France)]. The recombinant
CrSGD-enriched soluble and the control protein frac-
tions were recovered following a sonication-mediated E.
coli disruption and centrifugation (15 min, 25,000×g).
In vitro assays of strictosidine activation and BSA cross-
linking
All the assays (60 μl) were conducted under continuous
shaking during 2 h at 30°C. The reaction mixture con-
sisted in activity buffer and 0.05% (w/v) BSA (Fraction
V, Sigma A7906) to which was either added 10 mM
strictosidine (Phytoconsult, Leiden, The Netherlands);
10 mM strictosidine and 18.5 μg of protein extract from
E. coli control cells; 10 mM strictosidine and 18.5 μg of
protein extract from SGD-expressing E. coli cells; 10
mM tryptamine (Sigma); 10 mM secologanin (Phytocon-
sult, Leiden, The Netherlands); 10 mM glutaraldehyde
(Euromedex, Mundolsheim, France). The tubes were
photographed and centrifuged during 1 min at
10,000×g. Ten μl of the supernatants were analysed by
SDS-PAGE (3% stacking gel, 10% resolving gel) and
Coomassie blue staining to monitor BSA cross-linking
and precipitation. In the three strictosidine-containing
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conditions, 1 μl of the supernatant was mixed in 388 μl
of methanol for subsequent HPLC monitoring of stricto-
sidine using a previously described system [56] with the
following modifications. The solvent system was aqu-
eous phosphoric acid (0.1% w/v; eluent A) and acetoni-
trile (eluent B), running as a gradient from 10% B to
27% B within 15 min, to 40% B within 45 min: the flow-
rate was 0.5 ml/min and detection at 220 nm. Strictosi-
dine was identified and quantified according to its UV
spectrum and retention time by comparison with
authentic standard (Phytoconsult, NL).
Monitoring of strictosidine, vindoline and catharanthine
contents in young leaves following hormonal treatments
Periwinkle seeds (C. roseus cv. ‘Pacifica pink’) were sur-
face sterilized by incubation in ethanol (70% v/v) for 2
min, in NaOCl (2.5%) for 20 min at 200 rpm and then
washed three times in sterile bi-distilled water. Seeds
were subsequently incubated for 24 h in sterile water
under darkness at 25 ± 2°C, transferred on static Mura-
shige & Skoog (MS) culture medium for 3 d under
darkness at 25 ± 2°C and then exposed to cool white
fluorescent light (45 μmol m-2 s-1) with a 16 h/8 h
photoperiod at 25 ± 2°C. Six-week-old seedlings were
transferred singly to sterile magenta box with 50 ml of
solid MS culture medium diluted 1:10. After 13 weeks
of culture, the plants were transferred to six well plates
containing in each well 5 ml of liquid MS culture med-
ium diluted 1:10. The hydroponic plants were treated
with methyljasmonate (200 μM) and ethephon (100 μM)
at the root level. Each treatment was tested in two inde-
pendent experiments, each consisting of three replicates.
Lyophilized leaves were ground with pillar and mortar
and 10 mg were extracted in 400 μl methanol. Plant
material and solvent were shaken at 1200 rpm for 1 h
and centrifuged at 18,000×g for 5 min. The supernatant
was used for subsequent HPLC analyses as described
above. The three analysed MIA were identified and
quantified according to their UV spectra and retention
times by comparison with authentic standards (Strictosi-
dine, Phytoconsult, NL; vindoline and catharanthine,
Gedeon Richter ltd., Budapest, HU).
In situ hybridisation
A pBluescript II SK+ vector containing the 1.9 Kb
CrSGD full length cDNA (pBS-CrSGD) [1] was used for
the in vitro transcription of digoxigenin-labelled CrSGD
riboprobes. Transcription of the antisense CrSGD ribop-
robe was realised with the T7 RNA polymerase (Pro-
mega) and a BamHI linearised plasmid as a template
using digoxigenin-UTP according to the manufacturer’s
instruction (Roche, Meylan, France) whereas the sense
CrSGD riboprobe was similarly transcribed using the T3
RNA polymerase (Promega) and a XhoI-linearised pBS-
CrSGD. CrSTR and CrD4H riboprobes were described
previously [28]. The hydrolysis of riboprobes, the whole
in situ hybridisation protocol and the microscope analy-
sis were realised as previously described [21,25,27].
GFP and YFP constructs for CrSTR and CrSGD localisation
studies
Plasmids expressing GFP and/or YFP fusion proteins of
CrSTR and CrSGD including their orientation, trun-
cated or mutated variants were constructed using the
plasmids and the procedures previously described [24].
Details on primers and on cloning procedures are listed
in Additional file 5.
YFP constructs for BiFC studies of CrSGD interactions
For BiFC assays, the CrSGD coding sequence was ampli-
fied with primers SGD-GFP-C-S and SGD-GFP-C-AS
(Additional file 5) and cloned via SpeI in frame with the
5’ or 3’ ends of the coding sequence of the N-terminal
(YFPN, amino acids 1-173) and C-terminal (YFPC,
amino acids 156-239) fragments of YFP. The pSPYNE
(R)173 and pSPYCE(MR) plasmids [57] were used to
generate constructs for YFPN-SGD and YFPC-SGD
expression, respectively. The split-YFP coding sequence
and Nos terminator of the pSPYNE173 and pSPYCE(M)
plasmids [57] were removed by a SpeI/EcoRI digestion
and cloned into the pSCA-cassette YFPi plasmid [24]
pre-digested by SpeI/EcoRI to remove the full length
coding sequence of YFP and the terminator. The result-
ing pSCA-SPYNE173 and pSCA-SPYCE(M) plasmids
were used for the expression of SGD-YFPN and SGD-
YFPC fusion proteins, respectively.
GFP constructs for RsSTR, RsSGD and RsRGD localisation
studies
For studying the subcellular localisation of RsSTR,
RsSGD and RsRGD, the coding sequence of the three
enzymes were cloned in the pSCA-cassette-GFPi plas-
mid to express a GFP-fused protein (Additional file 7).
Organelle markers
A set of organelle markers was used for co-transformation
studies with the STR and SGD constructs. “ER"-mcherry
(CD3-960), “ER"-YFP (CD3-958) and “plastid"-CFP (CD3-
994) markers [58] were obtained from the ABRC http://
www.arabidopsis.org. The YFP-GUS cytoplasmic marker
was previously described [24]. The CFP-GUS cytoplasmic
marker and the CFP nucleocytoplasmic marker were gen-
erated following amplification of the CFP coding sequence
using primers CFP-for and CFP-rev (Additional file 8).
The YFP coding sequence of the pSCA-cassette YFPi and
pSCA-cassette YFP-GUS plasmids [24] was then substi-
tuted by the CFP coding sequence via a BglII/NheI cloning
step to create the cytoplasmic and nucleocytoplasmic
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markers, respectively. Using the same procedure, a pSCA-
cassette mcherry-GUS was also created after amplification
of the mcherry coding sequence with primers mcherry-for
and mcherry-rev (Additional file 8). To construct the
“nucleus"-mcherry-GUS and “nucleus"-CFP-GUS markers,
the sequence of the nucleoplasmin bipartite NLS [36] has
been added at the N-terminal end of both mcherry-GUS
and CFP-GUS fusion proteins following annealing of the
NLS-nucleo-for and NLS-nucleo-rev primers (Additional
file 8) performed as previously described [22], and cloning
of the resulting product into BglII/SpeI-linearised pSCA-
cassette-mcherry-GUS and pSCA-cassette-CFP-GUS plas-
mids. Cell wall (cellulose) staining was performed with cal-
cofluor (0.1 mg/ml). For BiFC assays, the bZIP-YFPN and
bZIP-YFPC expressing plasmids [38] were obtained from
Jörg Kudla http://www.uni-muenster.de/Biologie.Botanik/
agkudla/Plasmids.html.
Biolistic-mediated transient transformation of C. roseus
cells, C. roseus leaves and onion epidermis
GFP fusion constructs were either co-transformed with
mcherry or YFP organelle markers and cells transformed
with single GFP fusion constructs were further stained
with Calcofluor. YFP fusion constructs were co-trans-
formed with CFP organelle markers. BiFC constructs
were additionally co-transformed with the “plastid"-CFP
marker used as a transformation control. The whole
detailed protocol of C. roseus cell cultures (co)transfor-
mation has been previously optimised and extensively
detailed [24]. A similar procedure has been applied for
transient transformation of C. roseus young leaves (5-10
mm) that were platted onto solid Gamborg B5 medium
one hour prior to particle bombardment with abaxial
epidermis face-up. For the transient transformation of
onion cells, internal epidermis of fresh onion were
peeled and placed on solid vitamin-free MS medium
and bombarded following the protocol of C. roseus cell
transformation.
Brefeldin A treatments
For studying the vacuolar route of CrSTR, the ER-to-cis
golgi anterograde endomembrane transport has been
inhibited by transferring C. roseus platted cells onto a
solid Gamborg B5 medium containing 40 μM brefeldin
A (Invitrogen) one hour before bombardment. The
observations were performed 24 h post-transformation.
Epifluorescence microscopy
An Olympus BX51 epifluorescence microscope equipped
with the Olympus DP50 digital camera and the Cell*
imaging software (Soft Imaging System, Olympus) was
used for image capture and for merging false-coloured
images of transiently (co)transformed XFP expressing
cells. Details on the combinations of filter sets used for
each application are given in Additional file 9. The mor-
phology of the transformed cells was observed with dif-
ferential interference contrast (DIC).
Anti-GFP western blotting
The fusion protein content of CrSGD-GFP and GFP-
CrSGD stably transformed C. roseus calli, obtained fol-
lowing the previously described protocol [59], was ana-
lyzed by immunoblot detection with anti-GFP
polyclonal antibodies (Molecular Probes) used at 1/1000
dilution.
Native PAGE and SDS-PAGE-Coomassie blue staining and
native PAGE-b-glucosidase zymograms to study CrSGD
aggregation and stability
To study the recombinant CrSGD in vitro aggregation,
40 μg of protein extract from E. coli control cells and
SGD-expressing E. coli cells were mixed with SDS-load-
ing buffer (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 0.5% (v/v) b-mer-
captoethanol, 5% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 0.01%
(w/v) bromophenol blue) and boiled when specified
before analysis on 8% SDS-PAGE with subsequent Coo-
massie blue staining. The b-glucosidase activity of these
protein extracts was analysed by subjecting the same
amount of protein to 8% native PAGE after addition of
native-loading buffer (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 10%
(v/v) glycerol, 0.01% (w/v) bromophenol blue). The b-
glucosidase zymograms were conducted by equilibrating
the gels in 50 mM citrate/100 mM phosphate buffer
(pH 5.8) during 10 min with further incubation for
10 min in a developing solution containing 1 mM 4-
methylumbelliferyl-b-D-glucoside (MUGlc) as previously
described [46]. b-glucosidase activity was visualised
under UV irradiation (365 nm). The resistance of
CrSGD aggregates and the stability of the b-glucosidase
activity towards proteolysis were assayed by incubating
40 μg of protein extract from CrSGD-expressing E. coli
cells (without EDTA-free protease inhibitor cocktail)
with increasing concentrations of proteinase K (Invitro-
gen) up to 1 μg/μl in a 50 μl reaction mixture. After a
one hour-incubation at 37°C, the mixture was subjected
to 8% native PAGE either followed by Coomassie blue
staining and b-glucosidase zymogram.
Additional material
Additional file 1: CrSTR utilises the secretory pathway to reach the
vacuole since the localisation of CrSTR-GFP is sensitive to brefeldin
A (BFA) treatment. Undifferentiated C. roseus cells were co-transformed
to express CrSTR-GFP and an ER marker as labelled in the 1st and 2nd
column, respectively. The merged image and the DIC morphology are
presented in the 3rd and 4th columns, respectively. The co-transformed
cells were pre-incubated (1st lane) or not (2nd lane) with BFA. Note that
following BFA treatment, CrSTR-GFP was retained to the destructurated
ER compartment indicating that CrSTR followed an ER-to-golgi-to-
vacuole route. Bar: 10 μm.
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Additional file 2: Immunoblotting analysis of stably transformed C.
roseus cell lines expressing CrSGD-GFP or GFP-CrSGD. (a) An anti-GFP
western blot analysis was performed on total protein extracts from SGD-
GFP or GFP-SGD stably transformed C. roseus cells. The SGD-GFP and
GFP-SGD fusion proteins were detected as an approximately 95 kDa
polypeptide in close agreement with the predicted size of SGD (63 kDa)
and GFP (28 kDa). (b) Epifluorescence profile of the SGD-GFP and GFP-
SGD stably transformed C. roseus cells.
Additional file 3: The diffuse fluorescence pattern of CrSGD-YFP
and the aggregation fluorescence pattern of YFP-CrSGD also occur
in the nucleus of C. roseus and onion epidermal cells. C. roseus leaves
(a-h) and onion epidermis (i-p) were co-transformed to express CrSGD-
YFP or YFP-CrSGD (1st column) and organelle markers (2nd column). The
merged image and the DIC morphology are presented in the 3rd and 4th
columns, respectively. Note that the exact same nuclear fluorescence
patterns as those observed in undifferentiated C. roseus cells also occur
in the CrSGD-specific cells, i.e. the C. roseus epidermal cells. Note also
that the aggregation pattern of YFP-CrSGD also occurs in MIA non-
producing cells, i.e. onion epidermis. Bar: 10 μm.
Additional file 4: Control of the co-transformation efficiency during
BiFC experiments displayed in Figure 8. Undifferentiated C. roseus
cells were co-transformed with the BiFC constructs labelled on the left
(fusions with the YFPC fragment) and on the top (fusions with the YFPN
fragment), together with a “plastid"-CFP marker. The co-transformation
efficiency of the cells displayed in Figure 8 was evaluated with the
“plastid"-CFP marker. This figure displays the CFP channel in the exact
same focal plan for the cells analysed by BiFC in Figure 8. bZIP63,
positive control; YFPN, (aa 1-173); YFPC, (aa 156-239). Bar: 10 μm.
Additional file 5: Detail of primer sequences and cloning procedure
to generate CrSTR and CrSGD fusions proteins.
Additional file 6: Primer sequences and cloning procedure to
generate the construct for expression of recombinant CrSGD in E.
coli.
Additional file 7: Detail of primer sequences and cloning procedure
to generate RsSTR, RsSGD and CrRGD fusions proteins with GFP.
Additional file 8: Sequence of primers used to generate organelle
markers.
Additional file 9: Details on the combination of filter sets used for
each application. BP, Band Pass; LP, Long Pass.
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Additional file 1 
CrSTR utilises the secretory pathway to reach the vacuole since the localisation of CrSTR-GFP is sensitive to 
brefeldin A (BFA) treatment.
Undifferentiated C. roseus cells were co-transformed to express CrSTR-GFP and an ER marker as labelled in the 1st 
and 2nd column, respectively. The merged image and the DIC morphology are presented in the 3rd and 4th columns, 
respectively. The co-transformed cells were pre-incubated (1st lane) or not (2nd lane) with BFA. Note that following 
BFA treatment, CrSTR-GFP was retained to the destructurated ER compartment indicating that CrSTR followed an ER-
to-golgi-to-vacuole route. Bar: 10μm.
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Additional file 2 
Immunoblotting analysis of stably transformed C. roseus cell lines expressing CrSGD-GFP or GFP-
CrSGD.
(a) An anti-GFP western blot analysis was performed on total protein extracts from SGD-GFP or GFP-SGD 
stably transformed C. roseus cells. The SGD-GFP and GFP-SGD fusion proteins were detected as an 
approximately 95 kDa polypeptide in close agreement with the predicted size of SGD (63 kDa) and GFP 
(28kDa). (b) Epifluorescence profile of the SGD-GFP and GFP-SGD stably transformed C. roseus cells.
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Additional file 3
The diffuse fluorescence pattern of CrSGD-YFP and the aggregation fluorescence pattern of YFP-CrSGD
also occur in the nucleus of C. roseus and onion epidermal cells.
C. roseus leaves (a-h) and onion epidermis (i-p) were co-transformed to express CrSGD-YFP or YFP-CrSGD (1st 
column) and organelle markers (2nd column). The merged image and the DIC morphology are presented in the 3rd 
and 4th columns, respectively. Note that the exact same nuclear fluorescence patterns as those observed in 
undifferentiated C. roseus cells also occur in the CrSGD-specific cells, i.e. the C. roseus epidermal cells. Note also 
that the aggregation pattern of YFP-CrSGD also occurs in MIA non-producing cells, i.e. onion epidermis. Bar: 
10μm.
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Additional file 4
Control of the co-transformation efficiency during BiFC experiments displayed in Figure 8.
Undifferentiated C. roseus cells were co-transformed with the BiFC constructs labelled on the left (fusions with the 
YFPC fragment) and on the top (fusions with the YFPN fragment), together with a “plastid”-CFP marker. The co-
transformation efficiency of the cells displayed in Figure 8 was evaluated with the “plastid”-CFP marker. This figure 
displays the CFP channel in the exact same focal plan for the cells analysed by BiFC in Figure 8. bZIP63, positive 
control; YFPN, (aa 1-173); YFPC, (aa 156-239). Bar: 10μm.
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Additional file 5: Detail of primer sequences and cloning procedure to generate CrSTR and CrSGD 
fusions proteins 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Enzyme Primer sequence (5’ – 3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites Fusion protein 
CrSTR 
(352 AA) 
STR-BglII 
GCAGATCTGATGGCAAACTTTTCTGAATCTAAATCC BglII pSCA-cassette-GFPi 
BglII - SpeI 
STR-GFP 
(1-352) STR-SpeI 
GCACTAGTGCTAGAAACATAAGAATTTCCCTTGTTA SpeI 
STR-peptide for 
GCAGATCTGATGGCAAACTTTTCTGAATCTA BglII pSCA-cassette-GFPi 
BglII - SpeI 
sp(SPIL)-GFP 
(1-41) STR-peptide-SPIL  
GCACTAGTTTCAATAAAAATCTTTTTCAAAATTGG  SpeI 
STR-peptide-SPIL-mut  
GCACTAGTTTCAATAAAAATCTTTTTCAACCCTGG  
in association with STR-peptide for 
SpeI pSCA-cassette-GFPi BglII - SpeI 
spmut(SPGL)-
GFP 
(1-41) 
STR-del SPIL 
GCACTAGTATGAAAAAGATTTTTATTGAAAGCCCTTCC 
in association with STR-SpeI 
SpeI pSCA-cassette-YFPi SpeI 
Δsp(SPIL)STR-
GFP 
(36-352) 
CrSGD 
(555 AA) 
SGD-GFP-C-S 
GGTCTAGAATGGGATCTAAAGATGATCAGTCC XbaI pSCA-cassette-GFPi pSCA-cassette-YFPi 
SpeI 
SGD-GFP 
SGD-YFP 
(1-555) SGD-GFP-C-AS GCTCTAGAGTATTTTTGCTTCTTGACTAACTCAAC XbaI 
SGD-GFP-C-AS-stop 
GCTCTAGATTAGTATTTTTGCTTCTTGACTAACTC 
in association with SGD-GFP-C-S 
XbaI 
pSCA-cassette-GFPi 
pSCA-cassette-YFPi 
NheI 
GFP-SGD 
YFP-SGD 
(1-555) 
SGD-del-S 
GGAGATCTGATGGGATCTAAAGATGATCAGTCC BglII pSCA-cassette-GFPi 
BglII - SpeI 
SGDΔnls 
-GFP 
(1-536) SGD-del-AS GGACTAGTAGCTGTATTCGTAACAAATCCTTC SpeI 
SGD-GFP-C-S  
in association with SGD-del-AS XbaI/SpeI 
pSCA-cassette-GFPi 
NheI 
GFP-SGDΔnls 
(1-536) 
SGD-peptide_for 
GAGCTAGCAAAAAGAGATTCCGAGAAGAAGATAAACTA NheI pSCA-cassette-GFPi-GUS 
NheI 
GFP-GUS-nls 
(537-555) NLS-SGDrev2 
GAGCTAGCGTACCTTAAAGAGCGGTTCAGATCA NheI 
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Enzyme Primer sequence (5’ – 3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites 
Fusion 
protein 
 
CrSGD 
 
pQE-SGD-Bam 
GCGGATCCATGGGATCTAAAGATGATCAGTCCC BamHI pQE-30 
BamHI - HindIII 6His-SGD pQE-SGD-Hind 
GCAAGCTTTTAGTATTTTTGCTTCTTGACTAACTCA HindIII 
 
Additional file 6: Primer sequences and cloning procedure to generate the construct for expression of 
recombinant CrSGD in E. coli 
 
 
 
 
Enzyme Primer sequence (5’ – 3’) Restriction site added 
Plasmids 
cloning sites Fusion protein 
RsSTR 
(344 AA) 
Rs-STR-GFPfor 
GTACTAGTATGGCCAAACTTTCTGATTCGCAAACT SpeI pSCA-cassette-GFPi 
SpeI RsSTR-GFP Rs-STR-GFPrev 
GTACTAGTATGACTTGAAACAAAAGAATTTCCCTTCTT SpeI 
RsSGD 
(532 AA) 
Rs-SGD-GFPfor 
GCACTAGTATGGGCAGCATTGATTCAACAAATGTA SpeI pSCA-cassette-GFPi 
SpeI RsSGD-GFP Rs-SGD-GFPrev 
GCACTAGTAGCTTCTTTGAGCAAATCATCGGTTAATT SpeI 
Rs-SGD-GFPfor 
in association with Rs-SGD-GFPrev SpeI 
pSCA-cassette-GFPi 
NheI GFP-RsSGD 
RsRGD 
(540AA) 
Rs-RGD-GFPfor 
GTACTAGTATGGCAACTCAGAGCAGTGCTGTTATC SpeI pSCA-cassette-GFPi 
SpeI RsRGD-GFP Rs-SGD-GFPrev 
GTACTAGTCTTTCTTAATCTCTTGCTTGAAACTTGTTC SpeI 
Rs-RGD-GFPfor 
in association with Rs-SGD-GFPrev SpeI 
pSCA-cassette-GFPi 
NheI GFP-RsRGD 
 
Additional file 7: Detail of primer sequences and cloning procedure to generate RsSTR, RsSGD and 
CrRGD fusions proteins with GFP 
 
 
 
 
Name Primer Sequence (5’-3’) 
CFP-for GAAGATCTGACTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC 
CFP-rev GCGCTAGCTCTCTTGTACAGCTCGTCCATGCC 
mcherry-for GAAGATCTGACTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGA 
mcherry-rev GCGCTAGCGTACAGCTCGTCCATGCCGCCGG    
NLS-nucleo-for GATCTGATGAAGAGACCAGCTGCAACAAAGAAGGCCGGACAAGCTAAAAAGAAAAAGA 
NLS-nucleo-rev CTAGTCTTTTTCTTTTTAGCTTGTCCGGCCTTCTTTGTTGCAGCTGGTCTCTTCATCA 
 
Additional file 9: Sequence of primers used to generate organelle markers 
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Experiment Fluorochromes Filter set name 
(Reference) 
excitation 
filter (nm) 
emission  
filter (nm) 
GFP/calcofluor 
GFP 
JP1 
(Chroma#31039) 
460-480 500-520 BP 
calcofluor 
UV  
(Olympus WU2) 
330-385 420 LP 
GFP/mcherry 
GFP  
JP1 
(Chroma#31039) 
460-480 500-520 BP 
mcherry  
Texas Red  
(Olympus U-MWIY2) 
545-580 610 LP 
GFP/YFP 
GFP 
sapphire/UV GFP 
(Chroma#31043) 
375-415 490-530 BP 
YFP 
JP2  
(Chroma#31040) 
500-520 540-580 BP 
YFP/CFP 
YFP 
JP2  
(Chroma#31040) 
500-520 540-580 BP 
CFP 
Cyan GFP 
(Chroma#31044v2 
426-446 460-500 BP 
 
Additional file 9: Details on the combination of filter sets used for each application. BP, Band Pass; LP, 
Long Pass. 
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Catharanthus roseus synthesizes a wide range of valuable monoterpene
indole alkaloids, some of which have recently been recognized as func-
tioning in plant defence mechanisms. More speciﬁcally, in aerial organ
epidermal cells, vacuole-accumulated strictosidine displays a dual fate,
being either the precursor of all monoterpene indole alkaloids after
export from the vacuole, or the substrate for a defence mechanism based
on the massive protein cross-linking, which occurs subsequent to orga-
nelle membrane disruption during biotic attacks. Such a mechanism
relies on a physical separation between the vacuolar strictosidine-synthe-
sizing enzyme and the nucleus-targeted enzyme catalyzing its activation
through deglucosylation. In the present study, we carried out the spatial
characterization of this mechanism by a cellular and subcellular study of
three enzymes catalyzing the synthesis of the two strictosidine precursors
(i.e. tryptamine and secologanin). Using RNA in situ hybridization, we
demonstrated that loganic acid O-methyltransferase transcript, catalysing
the penultimate step of secologanin synthesis, is speciﬁcally localized in
the epidermis. A combination of green ﬂuorescent protein imaging,
bimolecular ﬂuorescence complementation assays and yeast two-hybrid
analysis enabled us to establish that both loganic acid O-methyltransfer-
ase and the tryptamine-producing enzyme, tryptophan decarboxylase,
form homodimers in the cytosol, thereby preventing their passive diffu-
sion to the nucleus. We also showed that the cytochrome P450 secologa-
nin synthase is anchored to the endoplasmic reticulum via a N-teminal
helix, thus allowing the production of secologanin on the cytosolic side
of the endoplasmic reticulum membrane. Consequently, secologanin and
tryptamine must be transported to the vacuole to achieve strictosidine
biosynthesis, demonstrating the importance of trans-tonoplast transloca-
tion events during these metabolic processes.
Abbreviations
BiFC, bimolecular ﬂuorescence complementation; CFP, cyan ﬂuorescent protein; ER, endoplasmic reticulum; G10H, geraniol
10-hydroxylase; GFP, green ﬂuorescent protein; GUS, b-glucuronidase; IPAP, internal phloem-associated parenchyma; LAMT, loganic acid
O-methyltransferase; –LW, leucine-trytophan lacking medium; –LWH, leucine-trytophan-histidine lacking medium; MEP, 2-C-methyl-D-erythritol
4-phosphate; MIA, monoterpene indole alkaloid(s); pGAD, GAL4 activation domain; pLex, LexA DNA-binding domain; SLS, secologanin
synthase; SGD, strictosidine b-D-glucosidase; STR, strictosidine synthase; TDC, tryptophan decarboxylase; YFP, yellow ﬂuorescent protein.
FEBS Journal 278 (2011) 749–763 ª 2011 The Authors Journal compilation ª 2011 FEBS 749
Résultats et Discussion Chapitre III
Thèse de Doctorat G. Guirimand 203
Introduction
The monoterpene indole alkaloids (MIA) represent
more than 2000 structurally and pharmacologically
diverse compounds, including valuable molecules such
as the antineoplastic vinblastine and vincristine or the
antiarrythmic ajmaline [1]. Although their precise func-
tions in planta are still poorly characterized, accumu-
lating evidence supports a role for these molecules
in plant defence against predators. Such a role has
recently been demonstrated in Catharanthus roseus
(Madagascar periwinkle) [2,3]. Because of their eco-
nomical importance, numerous studies have focused
on the characterization of the MIA biosynthesis in
C. roseus and, to a lesser extent, in Rauvolﬁa serpentina
[1,4]. MIA originate from the condensation of the
indole precursor tryptamine with the monoterpene-
secoiridoid precursor secologanin (Fig. 1). Tryptamine
is a shikimate-derived product generated via the decar-
boxylation of tryptophan catalyzed by tryptophan
decarboxylase (TDC; EC 4.1.1.28) [5]. Secologanin bio-
synthesis is a more complex process where the methyl-
D-erythritol 4-phosphate (MEP) pathway-derived
monoterpenoid precursor geraniol is engaged in the
monoterpene secoiridoid pathway to produce secologa-
nin [6] (Fig. 1). Among the seven enzymatic reactions
putatively involved in the monoterpene secoiridoid
pathway, only three enzymes have been characterized
at both the molecular and biochemical levels, namely
geraniol 10-hydroxylase (G10H; CYP76B6; EC 1.14.
14.1), secologanin synthase (SLS; CYP71A1; EC 1.3.
3.9) and loganic acid O-methyltransferase (LAMT, EC
2.1.1.50). G10H and SLS catalyze the ﬁrst and last
step of the monoterpene secoiridoid pathway, respec-
tively [7,8], and LAMT, which has been characterized
recently, catalyzes the penultimate step of this pathway
[9] (Fig. 1). The condensation of tryptamine and seco-
loganin is catalyzed by strictosidine synthase (STR;
EC 4.3.3.2) [10]. This reaction results in the formation
of the ﬁrst MIA, strictosidine, which is subsequently
deglucosylated by strictosidine b-D-glucosidase (SGD;
EC 3.2.1.105) [11] to generate an unstable aglycon,
leading to the biosynthesis of the numerous MIA
subtypes, including vindoline and catharanthine, the
two precursors of the pharmaceutically valuable
dimeric MIA vinblastine.
Furthermore, at both cellular and subcellular levels,
the complex architecture of the MIA biosynthetic
pathway has emerged as an important regulatory
mechanism in MIA biosynthesis. The high degree of
compartmentalization of both gene expression and
enzymatic reactions suggests that multiple transloca-
tions of biosynthetic intermediates between tissues
and ⁄or organelles occur within the cells. Indeed, at the
cellular level, the speciﬁc detection of the gene prod-
ucts by RNA in situ hybridization and, to some extent,
by immunolocalization reveals that the biosynthesis of
secologanin is initiated in the internal phloem-associ-
ated parenchyma (IPAP) cells, at least until the
hydroxylation of geraniol by G10H [12–14]. Subse-
quently, the epidermis houses the reactions catalyzed
by SLS, TDC, STR, SGD and two additional enzymes
catalyzing the ﬁrst two steps of vindoline biosynthesis
[2,8,15–17]. Finally, the specialized laticifer and idio-
blast cells constitute the cellular compartment where
the ﬁnal two steps of vindoline biosynthesis are carried
out [17]. In addition, on the basis of expressed
sequence tag enrichment, LAMT has been proposed to
be an epidermis-located enzyme [9]. At the subcellular
level, an in situ characterization of the localization of
MIA biosynthetic enzymes using green ﬂuorescent pro-
tein (GFP) and bimolecular ﬂuorescence complementa-
tion (BiFC) imaging has also been initiated, with the
aim of studying the architecture of the whole MIA
biosynthetic pathway and re-evaluating the contradic-
tory results obtained by organelle fractionation on
density gradients. Using this strategy, the MEP
pathway enzyme hydroxymethylbutenyl 4-diphosphate
synthase (EC 1.17.7.1) has been localized to plast-
ids ⁄ stromules and G10H has been identiﬁed as an
endoplasmic reticulum (ER)-anchored cytochrome
P450 instead of a (pro-)vacuolar protein [18]. The
same strategy was recently used to obtain a complete
spatial model of the vindoline pathway [15]. Moreover,
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for both C. roseus and R. serpentina enzymes, the
physical separation between STR and SGD located in
the vacuole and the nucleus, respectively, was recently
demonstrated [2], leading to a re-evaluation of the pre-
viously proposed localization of SGD to the ER [11].
On the basis of this unusual protein distribution, a
so-called ‘nuclear time bomb’ speciﬁc mechanism of
vacuole-to-nucleus strictosidine activation has been
proposed to act as a potential defence process in strict-
osidine-accumulating Apocynaceae [2]. In a continuing
effort to characterize the spatial architecture of the
MIA biosynthetic pathway using the same strategies,
the present study reports on the subcellular organiza-
tion and possible protein interaction of TDC, LAMT
and SLS, comprising the three enzymatic steps preced-
ing the biosynthesis of the ﬁrst MIA strictosidine
within the epidermis. This led us to establish a com-
plete scheme of strictosidine biosynthesis in epidermal
cells, highlighting several orientated trans-tonoplast
translocation events of metabolic intermediates, and
allowing both regulation of MIA metabolic ﬂux and a
speciﬁc protein cross-linking-based mechanism of plant
defence.
Results
LAMT is speciﬁcally expressed in the epidermis
of C. roseus aerial organs and shows an
expression proﬁle in cultured cells similar to
other MIA-related epidermis-speciﬁc genes
According to expressed sequence tag enrichment in a
leaf epidermis-enriched C. roseus cDNA library and a
tissue-speciﬁc analysis of activity, LAMT has been
proposed to be preferentially localized to the epider-
mis [9]. However, no in situ localization data are
available to support this result compared to TDC,
SLS, STR and SGD, for which corresponding gene
products have been localized to the epidermis by
RNA in situ hybridization and ⁄or immunolocalization.
To address this issue, the distribution of LAMT tran-
scripts has been analyzed using the same approach in
cotyledons of C. roseus seedlings and young develop-
ing leaves. Using the anti-sense probe, the LAMT
mRNA was speciﬁcally detected in the epidermis of
both organs in a similar manner to the SLS tran-
scripts used as an epidermis-speciﬁc control (Fig. 2).
No signal could be observed with the LAMT sense
probe. This clearly shows that these two consecutive
steps essentially occur in the epidermis. In addition,
we also carried out a study of the regulation of
LAMT expression by RT-PCR analysis performed on
RNA from C. roseus C20D cells. These cells are able
to synthesize MIA in response to the depletion of
auxin from the culture medium (MIA production con-
dition), whereas the presence of auxin dramatically
Fig. 1. Biosynthetic pathway of MIA in C. roseus cells showing the
cellular and subcellular enzyme compartmentalizations. Solid lines
represent a single enzymatic step, whereas dashed lines indicate
multiple enzymatic steps. The cellular distribution pattern of gene
transcripts is indicated by a symbol associated with the name of
the enzyme. The protein subcellular localization is indicated next to
the enzyme name using grey shading of the compartment
within the symbolized cells. The presence of a question mark
indicates contradictory ⁄ incomplete results. The abbreviations of
the uncharacterized enzymes and of the enzymes investigated
in the present study are shown in italics and bold, respectively.
DL7H, deoxyloganic acid 7-hydroxylase; 10HGO, 10-hydroxygeraniol
oxidoreductase.
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inhibits this biosynthesis (cell maintenance condition)
[19]. Under both conditions, LAMT and SLS display
a similar pattern of expression, being gradually
expressed with a maximum reached at the end of the
cell culture (day 7), whereas IPAP-expressed G10H is
strongly down-regulated in cell maintenance condi-
tions and up-regulated during MIA production condi-
tions (Fig. 3), as reported previously [14]. This result
suggests that, in a similar manner to the other MIA-
related epidermis-speciﬁc genes, LAMT expression is
not rate-limiting during MIA biosynthesis, in contrast
to earlier steps in monoterpenoid biosynthesis encoded
by IPAP-speciﬁc genes, such as MEP pathway genes
and G10H [14].
TDC is localized to the cytosol and is organized
as a homo-oligomer in vivo
To complete the characterization of the subcellular
organization of the epidermis-located steps of MIA
biosynthesis, we analyzed the subcellular localization
of TDC using the transient expression of GFP-fusion
proteins within C. roseus cells. Independent of the
orientation of the fusion with GFP, both TDC-GFP
and GFP-TDC remained cytosolic, as illustrated by a
perfect merging of ﬂuorescence with the mcherry-b-
glucuronidase (GUS) cytosolic marker (Fig. 4A–D),
exclusion from the nucleus (Fig. 4E–H) and an absence
of merging with the nuclear sub-signal of the mcherry
nucleocytosolic marker (Fig. 4I–L). Additionally, no
merging of the ﬂuorescence signals of TDC-GFP and
cell wall could be observed after staining cellulose with
calcoﬂuor (Fig. 4M–P). This suggests that TDC is
exclusively cytosolic, in agreement with the absence of
known targeting sequences within the protein
sequence, based on bioinformatic analysis using differ-
ent software (data not shown).
To study the in vivo oligomerization state of TDC,
BiFC assays were conducted in C. roseus cells. For such
an analysis, the TDC coding sequence was fused either
to the N-terminal (YFPN) or C-terminal (YFPC) frag-
ments of yellow ﬂuorescent protein (YFP) at both their
N- or C-terminal end to produce TDC-YFPN,
TDC-YFPC, YFPN-TDC and YFPC-TDC, respectively.
During co-transformation experiments, the different
combinations of these constructs all lead to the forma-
tion of a BiFC complex, as revealed by the observation
of a yellow ﬂuorescence within the cells (Fig. 5A–H).
This signal perfectly merged with the ﬂuorescence of the
cyan ﬂuorescent protein (CFP)-GUS cytosolic marker,
Fig. 3. RT-PCR analysis of expression of G10H, LAMT and SLS in
C. roseus cells. C20D cells cultured in either maintenance medium
(MM) in presence of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid or in MIA pro-
duction medium (PM) in the absence of 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid were harvested after 3, 5 and 7 days of subculture before
RNA extraction and reverse transcription. The resulting cDNAs
were subjected to semi-quantitative PCR using the speciﬁc G10H,
LAMT and SLS primers. The expression of RPS9 that encodes the
40S ribosomal protein was used as a control.
Fig. 2. Epidermis-speciﬁc expression of LAMT in C. roseus cotyle-
dons and young developing leaves. Serial sections of cotyledons
(A–C) and young developing leaves (D–F) were hybridized either
with LAMT-antisense (AS) probes (A, D), with LAMT-sense (S)
probes (B, E) used as a negative control or with SLS-AS (C, F)
probes used as a positive control. Scale bar = 100 lm.
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as shown for the TDC-YFPN and TDC-YFPC combina-
tion (Fig. 5I–L). By contrast, no YFP reconstitution
could be visualized when co-expressing the fusion pro-
teins with nonfused YFPN and YFPC fragments,
thereby validating the speciﬁcity of the TDC oligomeri-
zation in C. roseus cells (Fig. 5M–T). To further vali-
date this in vivo interaction, we used an independent
experimental approach by performing a yeast two-
hybrid system analysis. Co-transformation of yeast with
the prey construct carrying the fusion of GAL4 activa-
tion domain (pGAD) with TDC and the bait construct
harbouring the fusion of LexA DNA-binding domain
(pLex) with TDC allowed the recovery of yeast growth
on selective medium and the acquirement of b-galactosi-
dase activity indicating a strong protein–protein inter-
action (Fig. 6 and Table 1). No yeast growth was
observed when pGAD-TDC or pLex-TDC were
expressed with pLex or pGAD alone, or with pGAD-
LAMT or pLex-LAMT, used as negative controls, dem-
onstrating the speciﬁcity of the TDC self-interaction
(Fig. 6 and Table 1). Taken together, these results indi-
cate that TDC forms homo-oligomers in vivo and
remains exclusively cytosolic within C. roseus cells.
LAMT is also localized to the cytosol and
organized as a homo-oligomer in vivo
We carried out a similar approach to study the LAMT
subcellular localization and in vivo protein interaction.
Primary sequence analysis of LAMT using bioinfor-
matic software did not reveal any targeting motif
within the protein (data not shown). We transiently
expressed the YFP-fusion protein in both orientations
(LAMT-YFP or YFP-LAMT) in C. roseus cells to
avoid the possible masking of an unidentiﬁed localiza-
tion motif at the N- or C-terminal end of LAMT.
Both fusion proteins displayed a nucleocytosolic ﬂuo-
rescence signal, as demonstrated by the co-localization
with the signal of the co-expressed CFP nucleocytoso-
lic marker (Fig. 7A–H). BiFC analysis also revealed
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Fig. 4. Cytosolic localization of TDC in C. roseus cells. Cells were
transiently transformed with TDC-GFP (A–H, M–P) or GFP-TDC
(I–L) expressing vectors in combination with either the cytosolic
(cyto) mcherry-GUS (A–D), the nucleus-mcherry (E–H), the nucleo-
cytosolic (nucleocyto) mcherry (I–L) markers or with a calcoﬂuor cell
wall staining (M–P). Co-localization of the two ﬂuorescence signals
are shown in the merged image (C, G, K, O). The morphology was
observed by differential interference contrast (DIC) microscopy.
Scale bar = 10 lm.
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Fig. 5. Analysis of TDC oligomerization in C. roseus cells using
BiFC assays. (A–H) Cells were co-transformed using a combination
of plasmids as indicated at the top (fusion with the YFPN fragment)
and on the left (fusion with the YFPC fragment). For the TDC-
YFPN ⁄ TDC-YFPC combination, an additional co-transformation was
performed with the CFP-GUS cytosolic (I–L) marker. In addition,
co-transformations with BiFC empty vectors were also performed
to check the speciﬁcity of the interactions (M–T). The morphology
was observed by differential interference contrast (DIC) micro-
scopy. Scale bar = 10 lm.
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that LAMT is able to form homo-oligomers in
C. roseus cells regardless of the combination of the
fusion proteins (Fig. 8A–H). As observed for the TDC
constructs, no BiFC complex reconstitution was visual-
ized when co-expressing the fusion proteins with non-
fused YFPN and YFPC fragments used as negative
controls (data not shown). The formation of LAMT
oligomers was also conﬁrmed by a yeast two-hybrid
system analysis as well as the speciﬁcity of interaction
because no growth of transformants was observed in
experiments testing the LAMT–TDC cross-interactions
(Fig. 6 and Table 1). Interestingly, an analysis of the
distribution of the BiFC complex in vivo revealed the
restriction of the proteins to the cytosol as well as their
exclusion from the nucleus (Fig. 8I–L) in contrast
to the nucleocytosolic localization of LAMT-YFP
and YFP-LAMT (Fig. 7A–H). This indicates that
oligomerization of LAMT within the cytosol prevents
its passive diffusion to the nucleus in C. roseus cells.
SLS is a cytochrome P450 anchored to the
endoplasmic reticulum by an N-terminal helix
To complete the characterization of the compartmen-
talization of secologanin biosynthesis, we studied the
A
B
C
D
Fig. 6. Analysis of TDC and LAMT interactions by yeast two-
hybrid experiments. (A) Schematic representation of co-transfor-
mant yeast streaks. (B) Growth of positive controls on –LW.
(C) Growth test on –LWH, including 5 mM 3-amino-1,2,4,triazole
allowing the identiﬁcation of the protein interactions. (D) Test of
b-galactosidase activity allowing the conﬁrmation of protein
interactions and the evaluation of the strength of protein
interactions.
Table 1. Analysis of TDC and LAMT interaction using yeast two-
hybrid assays. + and ) symbolize an interaction and no interaction
between the partners, respectively. The number of ‘+’signs is pro-
portional to the intensity of the interaction.
pLex-TDC pLex-LAMT pLex
pGAD-TDC +++ ) )
pGAD-LAMT ) ++ )
pGAD ) ) )
A B C D
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Fig. 7. Nucleocytosolic localization of LAMT in C. roseus cells.
Cells were transiently transformed with LAMT-YFP (A–D) or
YFP-LAMT (E–H) expressing vectors in combination with the
nucleocytosolic (nucleocyto) CFP marker. Co-localization of the two
ﬂuorescence signals are shown in the merged image (C, G). The
morphology was observed by differential interference contrast
(DIC) microscopy. Scale bar = 10 lm.
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subcellular localization of SLS, which catalyzes the last
step of this pathway. SLS is one of the cytochrome
P450s involved in the MIA biosynthetic pathway
that has not been localized at the subcellular level,
in contrast to tabersonine 16-hydroxylase (T16H;
CYP71D12; EC 1.14.13.73) and G10H, which have
both been localized to the ER [15,18,20]. Bioinformatic
sequence analysis of SLS led to the identiﬁcation of a
putative 23-residue transmembrane N-terminal helix
(residues 11–33) (Fig. 9). To ensure the accessibility
of this sequence in our GFP imaging approach, we
transiently expressed a SLS-GFP fusion protein in
C. roseus cells. The transformed cells displayed a GFP
ﬂuorescence signal surrounding the nucleus and per-
fectly co-localizing with the ‘ER’-mcherry marker sig-
nal (Fig. 10A–H), indicating that SLS is speciﬁcally
localized to the ER. In a small number of transiently
transformed cells, we also observed the labelling of ER
globular structures typical of organized smooth ER
(data not shown). In addition, fusion and deletion
experiments revealed that the predicted transmembrane
helix is necessary and sufﬁcient for SLS localization to
the ER because its fusion to GFP (thSLS-GFP, SLS
residues 1–33) led to an ER localization (Fig. 10I–L),
whereas its deletion from SLS (DthSLS, SLS residues
34–524) caused a loss of ER targeting (Fig. 10M–P).
In such cases, the DthSLS fusion protein formed punc-
tuated aggregates in the cytosol in close vicinity with
plastids, as described previously for the transmem-
brane helix truncated variant of G10H [18].
Discussion
Subsequent to the ﬁrst studies of enzymes localization
in planta, the compartmentalization of secondary
metabolite biosynthetic pathways at both the cellular
and subcellular levels and the resulting inter- and
intracellular molecule translocations have emerged as
highly complex processes giving rise to several regula-
tory mechanisms of metabolite biosynthesis and ⁄or
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Fig. 8. Analysis of LAMT homodimerization in C. roseus cells using
BiFC assays. (A–H) Cells were co-transformed using a combination
of plasmids as indicated at the top (fusion with the YFPN fragment)
and on the left (fusion with the YFPC fragment). For the LAMT-
YFPN ⁄ LAMT-YFPC combination, an additional co-transformation
was performed with the CFP-GUS cytosolic marker (I–L). The mor-
phology was observed by differential interference contrast (DIC)
microscopy. Scale bar = 10 lm.
Fig. 9. Detection of a putative transmembrane helix at the N-termi-
nal end of SLS. (A) Probability for a residue to be inside a trans-
membrane helix as calculated for the ﬁrst 100 residues of SLS with
a Markov model by the TMHMM server (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TMHMM/). (B) The sequence of the putative transmem-
brane helix is shown in italics. (C) Projection of the predicted helical
wheel represented as a cross-sectional view of the axis using
a device available at http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/
wheelApp.html. Polar (*) and basic (#) residues are indicated by
the respective symbols, whereas nonpolar residues do not have
any sign.
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plant defence [21]. Accordingly, C. roseus displays one
of the most elaborated biosynthetic pathways in folio
with at least four cell types involved in MIA produc-
tion, including the parenchyma of internal phloem,
epidermis, laticifers and the idioblasts [1,4,22]. In addi-
tion, the spatial sequestration, at the subcellular level,
of STR in the vacuole and SGD in the nucleus of leaf
epidermal cells led to the development of a plant
defence system mediated by protein cross-linking and
based on the SGD-mediated massive deglucosylation
of strictosidine, subsequent to organelle membrane dis-
ruption during herbivore and necrophytic microorgan-
ism attacks [2]. This sheds light on the pivotal role of
the epidermis as the ﬁrst barrier within defence pro-
cesses and in secondary metabolism [2,23], even though
the whole architecture of the strictosidine biosynthetic
pathway has not yet been elucidated in this tissue. In
the present study, we investigated the subcellular distri-
bution and the oligomerization state of the three other
epidermis-localized strictosidine biosynthetic steps cat-
alyzed by TDC, LAMT and SLS.
LAMT has been proposed to be an epidermis-local-
ized step of MIA biosynthesis, primarily on the basis
of its cloning and discovery within a leaf epidermis-
enriched cDNA library [9]. To validate such a hypoth-
esis, we studied the distribution of the LAMT tran-
scripts in cotyledons and young developing leaves of
C. roseus by RNA in situ hybridization. As expected,
LAMT mRNAs were speciﬁcally detected in both
the abaxial and adaxial epidermis of cotyledons and
leaves, as previously observed for SLS transcripts
(Fig. 2). This result conﬁrms that LAMT is a compo-
nent of the epidermis-speciﬁc pool of enzymes involved
in the intermediate steps of MIA biosynthesis, which
so far include SLS [8], TDC, STR [17], SGD [2] and
16-hydroxytabersonine 16-O-methyltransferase (EC
2.1.194) [15]. This reinforces the pivotal role of the epi-
dermis in MIA and other secondary metabolite biosyn-
thetic pathways such as ﬂavanoids, indoles and ⁄or
secoiridoid-monoterpenes [23]. The epidermis-speciﬁc
expression of these genes also suggests that no inter-
cellular translocations of biosynthetic intermediates
should occur to regulate MIA biosynthesis or partici-
pate in plant defence processes within these central
steps of the MIA pathway (Fig. 1). In turn, it also
indicates that the metabolite transported from IPAP to
the epidermis is further transformed after G10H and
before loganic acid biosynthesis, as previously pro-
posed (Fig. 1) [9]. In addition, the similar pattern of
gene expression of both LAMT and SLS in C. roseus
cells (Fig. 3) also reinforces the previously proposed
notion of tissue-reminiscent regulation of gene expres-
sion in C20D undifferentiated cell cultures [14]. Such a
model includes an auxin-mediated inhibition of the
genes expressed in IPAP cells of leaves as demon-
strated by the rate-limiting effect of G10H, whereas
genes expressed in the leaf epidermis are not auxin-
sensitive and are not rate-limiting MIA biosynthetic
genes.
Next, we characterized the subcellular localization
and oligomeric organization of TDC, LAMT and SLS,
aiming to complement the current map of MIA-
biosynthetic enzyme compartmentalization within the
epidermis [2,15]. Using biolistic-mediated transient
transformations and GFP imaging, we showed that
TDC accumulated in the cytosol irrespective of the ori-
entation of the fusion in C. roseus cells (Fig. 4). This is
in agreement with previous results obtained by density
gradient analysis [24]. However, no targeting of TDC
to the cell wall was observed (Fig. 4M–P), in contrast
to the unexpected immunolocalization of TDC in the
apoplastic zone of C. roseus hairy roots [25]. This cyto-
solic localization correlates with the absence of target-
ing signal within the primary sequence of TDC, based
on bioinformatic analysis, as was also hypothesized to
hold true for the ﬁrst 13 residues of the protein that
are truncated in the C. roseus cell-puriﬁed TDC
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Fig. 10. ER anchoring of SLS and functional characterization of the
N-terminal transmembrane helix in C. roseus cells. Cells were
transiently transformed with SLS-GFP (A–H), thSLS-GFP (I–L) or
DthSLS-GFP (M–P) expressing vectors in combination with different
markers as mentioned on the images of the ﬁrst two columns.
Co-localization of the two ﬂuorescence signals is shown in the
merged image. The morphology was observed by differential inter-
ference contrast (DIC) microscopy. th, transmembrane helix; Dth,
absence of the th; nucleocyto, nucleocytosol. Scale bar = 10 lm.
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[26,27]. In addition, both BiFC and yeast two-hybrid
assays established that TDC occurs as homo-oligomers
in vivo (Figs 5 and 6) in agreement with puriﬁcation
experiments [28–31]. On the basis of these experiments
that allowed the puriﬁcation of a 110 kDa protein, as
well as the molecular weight of the TDC monomer
(55 kDa), it could be hypothesized that TDC occurs at
least as homo-dimers in vivo. Our ﬁndings thus repre-
sent the ﬁrst in situ demonstration of the oligomeriza-
tion of TDC within the cytosol of C. roseus cells
(Fig. 5). Such formation of homodimers, whose pre-
dicted size reached 110 kDa, could prevent the passive
diffusion of the TDC monomer to the nucleus because
the upper limit of nuclear pores is no larger than
60 kDa [32], thus restricting the tryptamine decarbox-
ylation to the cytosol (Fig. 11).
Using GFP fusion proteins, we also showed that
LAMT displayed a nucleocytosolic localization for
both LAMT-YFP and YFP-LAMT fusion proteins,
thus ruling out the possibility of masking any, yet to
be identiﬁed, putative N-terminal or C-terminal target-
ing signal within the fusion protein (Fig. 7). Further-
more, by combining BiFC and yeast two-hybrid
assays, we demonstrated that LAMT forms homo-
oligomers in C. roseus cells (Figs 6 and 8). This is in
agreement with the ﬁndings indicating that several
other members of the salicylic acid methyltransfer-
ase ⁄benzoic acid methyltransferase ⁄ theobromine syn-
thase family of carboxylmethyltransferases, whose 3D
structures have been characterized, form homodimers
[33–35], supporting the view that LAMT also forms a
homodimer. In addition, the crystallization of the
Clarkia breweri salicylic acid carboxyl methyltransfer-
ase revealed that the homodimer bears proximal
N- and C-termini [35]. This could explain why each
pair of split-YFP protein could reform BiFC com-
plexes (Fig. 8). Interestingly, in C. roseus cells, these
BiFC complexes only displayed a cytosol localized
ﬂuorescence signal and were excluded from the
nucleus. As previously discussed for TDC, such pro-
tein homodimerization could prevent the passive diffu-
sion of the LAMT monomer (predicted size of
42 kDa) to the nucleus, inducing in turn the sequestra-
tion of the LAMT homodimer (predicted size of
Fig. 11. Spatial model depicting the subcellular organization of the strictosidine biosynthetic pathway in epidermal cell of C. roseus leaves.
‘?’ indicates the putative transportation system of tryptamine, secologanin and stricosidine across the tonoplast. The number of repetitions
of each enzyme name indicates whether it has been identiﬁed as a homodimer (LAMT or TDC) or multimer (SGD).
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84 kDa) in the cytosol and therefore restricting loganin
synthesis to the cytosol (Fig. 11). These results also
highlight the importance of combining distinct analyti-
cal approaches when studying the subcellular localiza-
tion of proteins so as to avoid any misinterpretation of
the results obtained, especially for proteins that exhibit
a nucleocytosolic localization.
Subsequent to its synthesis within the cytosol, loga-
nin is converted to secologanin by SLS, which has
been proposed to operate in or at the vacuole [36,37].
This hypothesis was partially based on the absence of
a proline-rich motif ([P ⁄ I]Px[P ⁄G]xP) close to the SLS
N-terminus, which is considered to be important for
the structure of microsomal cytochrome P450 [8,38].
However, the results obtained in the present study
clearly establish that SLS is targeted to the ER
(Fig. 10), in agreement with the identiﬁcation of a
putative 23-residue transmembrane helix at the N-ter-
minus of the protein (Fig. 9) that is both necessary
and sufﬁcient to ensure this targeting. On the basis of
the classical model of cytochrome P450 subcellular
localization [39], SLS could be anchored to the ER
membrane via the N-terminal transmembrane helix to
expose the catalytic site to the cytosol (Fig. 11). This
suggests that the loganin-to-secologanin conversion
operates in the cytosol and not in the vacuole as
previously proposed [37]. It cannot be excluded that
the labelling of organized smooth ER in some cells
could be the consequence of low afﬁnity interactions
between the SLS-GFP fusion proteins as a result
of over-expression, as described previously for other
ER-anchored enzymes [40].
Taken together, the results obtained in the present
study allow us to establish an integrated model of the
compartmentalization of strictosidine biosynthesis at
both cellular and subcellular levels (Fig. 11). Within
the epidermal cells of leaves, the ﬁnal step of the syn-
thesis of the indole precursor of MIA is catalyzed by a
TDC homodimer located exclusively in the cytosol
with no passive diffusion to the nucleus. Similarly, the
penultimate step of the synthesis of the terpenoid pre-
cursor is performed by a cytosol-sequestrated LAMT
homodimer. The resulting loganin is next converted
into secologanin in the same compartment by the ER-
anchored SLS. To achieve the production of strictosi-
dine, both precursors are then transported, by as yet
uncharacterized mechanisms, into the vacuole where
the condensation of tryptamine and secologanin to
form strictosidine is carried out by STR, as described
previously [2]. Strictosidine is then translocated outside
the vacuole to allow its deglucosylation by a multimer-
ized complex of SGD in the nucleus. Depending on
the physiological conditions, the resulting aglycon
could be engaged either in further steps of MIA bio-
synthesis or in plant defence mechanisms after the dis-
ruption of membranes [2]. Therefore, the tonoplast
appears as a crucial site for different directional trans-
location of at least three intermediate metabolites
constituting three potential rate-limiting steps of the
metabolic ﬂux in MIA biosynthesis (Fig. 11). The
molecular mechanisms underlining these trans-tono-
plast translocation events remain to be discovered in
C. roseus [41]. Recently, an active transport system
catalysed by ATP-binding cassette transporters was
implicated in the movement of the benzylisoquinoline
alkaloid berberine in Coptis japonica [42,43]. Such a
mechanism may constitute a good candidate for sub-
strate translocation events in C. roseus. Finally, the
present study highlights the importance of the epider-
mis as a plant defence barrier, as well as the need to
characterize accurately the subcellular compartmentali-
zation of strictosidine biosynthesis when aiming to
elucidate the plant defence mechanisms involving alka-
loids and to identify the potential critical steps for
manipulation (by metabolic engineering) that will
enable increased alkaloid production.
Experimental procedures
Transcript analysis by semi-quantitative RT-PCR
The transcriptional regulation of LAMT has been investi-
gated in C. roseus cell suspension culture (C20D strain) by
semi-quantitative RT-PCR. Seven-day-old cells usually
maintained in a 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (4.5 lm)-
containing medium (maintenance medium) were either sub-
cultured on maintenance medium or in a 2,4-dichlorophen-
oxyacetic acid-free medium (MIA production medium) and
harvested 3, 5 and 7 days after subculture as described pre-
viously [44]. Frozen cells were pulverized in liquid nitrogen
and total RNA was extracted by the use of the Nucleospin
RNA plant kit in accordance with the manufacturer’s
instructions (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Total RNA
(2 lg) was treated with RQ1 RNase-free DNase (Promega,
Charbonnie`res-les-Bains, France) and used for ﬁrst-strand
cDNA synthesis by priming with oligo d(T17) (0.6 lm).
Reverse transcription reactions were performed in a 20 lL
reaction mixture by use of the iScript cDNA synthesis kit
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Two microlitres of
each RT reaction were used for subsequent PCR. PCR
ampliﬁcations using gene-speciﬁc primers (a list of the
primers used is provided in Table 2) were started with an
initial denaturation at 94 C for 2 min and then performed
under the conditions: 94 C for 30 s, 52 C for 30 s and
72 C for 50 s, followed by a ﬁnal extension at 72 C for
5 min. The number of cycles was, respectively, 30, 33 and
35 for RPS9, G10H and both LAMT and SLS genes. PCR
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products (25 lL) were analyzed by electrophoresis on a
1.2% agarose gel.
Bioinformatic sequence analysis
The predictions of protein subcellular localization were per-
formed using signalp 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/), psort (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/), targetp
1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) and pre-
dotar (http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html)
software. The prediction of a residue to belong to a trans-
membrane helix was realized using the TMHMM server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/).
YFP- and GFP-fused protein expression plasmids
For construction of the TDC-GFP and GFP-TDC expres-
sion vectors, the full-length ORF of TDC (GenBank
M25151) was ampliﬁed by PCR using primers TDC-GFP-
for and TDC-GFPrev (Table 2), which have been designed
to eliminate the termination codon and to introduce a SpeI
restriction site at both cDNA extremities. The ampliﬁed
cDNA was subsequently sequenced and cloned into the
SpeI or NheI restriction site of pSCA-cassette GFPi [18] in
frame with the 5¢ or 3¢ extremity of the coding sequence of
GFP to express the TDC-GFP or GFP-TDC fusion pro-
teins, respectively.
The LAMT-YFP and YFP-LAMT expression vectors
were constructed after ampliﬁcation of the coding sequence
of LAMT (Genbank EU057974) with primers LAM-YFP-
for and LAM-YFPrev (Table 2), allowing the addition of
SpeI restriction sites at both the 5¢ and 3¢ extremity of the
ampliﬁed sequence. After veriﬁcation by sequencing, the
LAMT cDNA was cloned either into the SpeI or NheI
restriction site of pSCA-cassette YFPi [18] to generate
LAMT-YFP or YFP-LAMT, respectively.
The transient expression of the SLS-GFP fusion protein
and the two deleted versions of SLS-GFP were achieved
using the pSCA-cassette GFPi vector. To construct the
SLS-GFP expression vector, the full-length ORF of SLS
(GenBank L10081) was ampliﬁed by PCR using primers
SLS-S and SLS-AS (Table 2). For the thSLS-GFP expres-
sion vector, the coding sequence of the putative transmem-
brane helix (ﬁrst 33 residues) was ampliﬁed with primers
SLS-pep-for and SLS-pep-rev (Table 2). The DthSLS-GFP
expression vector expressing a transmembrane helix-deleted
version of SLS was constructed after ampliﬁcation of the
coding sequence of the remaining part of the protein (resi-
dues 34–524) using primers SLS-del-S and SLS-del-AS
(Table 2), allowing the addition of an initiation codon
before residue 34 of the deleted version of SLS. All these
primers have been designed to eliminate the termination
codon and to introduce BglII or SpeI restriction sites to the
extremities of the cDNA. These cDNA were subsequently
sequenced and cloned into the corresponding restriction
sites of pSCA-cassette GFPi in frame with the 5¢ extremity
of the coding sequence of mGFP5* driven by the CamV35S
promoter to express the fusion protein.
Table 2. List of primers used in the present study.
Primer Sequence (5¢- to 3¢)
G10H-for TACCAGCCAAGAAAGCCCTGAGG
G10H-rev AGCCATCCCACCTTCAAGCTTCC
LAMT-for CATTGGTTATCTAAAGTGCCCA
LAMT-rev CTTCATGGGATGAGGTAAAGT
RPS9RTfor AGGCACATAAGGGTTGGAAAG
RPS9RTrev AGGTCTGATTGATATCCTTCAGT
SLS-for TGCCGACAGTAATGCTTCACA
SLS-rev ACACACTAATTCTGGATAGGGCT
TDC-GFPfor GCACTAGTATGGGCAGCATTGATTCAACAAATGTA
TDC-GFPrev GCACTAGTAGCTTCTTTGAGCAAATCATCGGTTAATT
LAM-YFPfor GCACTAGTATGGTTGCCACAATTGATTCCATTG
LAM-YFPrev GCACTAGTATTTCCCTTGCGTTTCAAGACAAGG
SLS-S AGCAGATCTTCTAGAAGAAATGGAGATGGATATGGA
SLS-AS AGCAGATCTCTGCTCTCAAGCTTCTTGTAGATGA
SLS-pep-for GCAGATCTGATGGAGATGGATATGGATACCA
SLS-pep-rev GCACTAGTAAACCATGCCCAATCCAACAC
SLS-del-S GGAGATCTGACTCCTAAGAGGATCGAGAAACGT
SLS-del-AS GGACTAGTGCTCTCAAGCTTCTTGTAGATGACA
2yeast-LAMfor GCAGATCTCCATGGTTGCCACAATTGATTCCATTG
2yeast-LAMrev GCAGATCTCCATTTCCCTTGCGTTTCAAGACAAGG
2yeast-TDCfor GCAGATCTCCATGGGCAGCATTGATTCAACAAATGTA
2yeast-TDCrev GCAGATCTCCAGCTTCTTTGAGCAAATCATCGGTTAATT
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BiFC studies of TDC and LAMT oligomerization
For the analysis of oligomerization of TDC and LAMT,
BiFC assays were conducted using the pSPYNE(R)173 and
pSPYCE(MR) plasmids [45], which allow the expression of
a protein fused to the C-terminus of the split-YFP frag-
ments, and the pSCA-SPYNE173 and pSCA-SPYCE(M)
plasmids [2] for the expression of fusion proteins with the
split-YFP N-terminal end. For both TDC and LAMT, the
cDNAs ampliﬁed using TDC-GFPfor and TDC-GFP or
LAM-YFPfor and LAM-YFPrev (Table 2) were cloned via
SpeI in frame with the 5¢ or 3¢ ends of the coding sequence
of the N-terminal (YFPN, amino acids 1–173) and C-termi-
nal (YFPC, amino acids 156–239) fragments of YFP. This
led to the production of a set of four distinct fusion pro-
teins for TDC and LAMT, with each type of fusion includ-
ing YFPN-LAMT, YFPC-LAMT, LAMT-YFPN and
LAMT-YFPC as described for LAMT.
Organelle markers
For the identiﬁcation of the subcellular compartments that
accumulate the fusion proteins, a set of organelle markers
was used in co-transformation experiments with the TDC,
LAMT and SLS constructs. The ‘ER’-mcherry marker
(CD3-960) [46] was obtained from the Arabidopsis Biologi-
cal Resource Center (http://www.arabidopsis.org). The
CFP-GUS and mcherry-GUS cytosolic markers, the CFP
nucleocytosolic marker and the ‘nucleus’-mcherry-GUS
marker have been described previously [2,15].
Biolistic-mediated transient transformation of
C. roseus suspension cells
Transient transformation of C. roseus cells was performed
by particle bombardment with the Bio-Rad PDS1000 ⁄He
system in accordance an optimized protocol of biolistic
transformation that has been described previously [18], with
adaptation for BiFC assays [2].
GFP imaging through epiﬂuorescence microscopy
An Olympus BX51 epiﬂuorescence microscope equipped
with an Olympus DP71 digital camera (Olympus, Tokyo,
Japan) and cell*d imaging software (Soft Imaging System,
Olympus, Rungis, France) were used for image capture of
C. roseus cells expressing the GFP-,YFP-, CFP- and mcher-
ry-fused proteins. The YFP ﬂuorescence was visualized using
a JP2 ﬁlter set (Chroma#31040, 500–520 nm excitation ﬁlter,
540–580 nm band pass emission ﬁlter; Chroma Technology
Corp., Bellows Falls, VT, USA) and CFP ﬂuorescence
was recorded with the CFP ﬁlter set (Chroma#31044v2,
426–446 nm excitation ﬁlter, 460–500 nm band pass emis-
sion ﬁlter). The JP1 ﬁlter set (Chroma#31039, 460–480 nm
excitation ﬁlter, 500–520 nm band pass emission ﬁlter) and
the Texas Red ﬁlter (Olympus U-MWIY2, 545–580 nm
excitation ﬁlter, 610 nm long pass emission ﬁlter) were used
to visualize GFP and mcherry ﬂuorescence, respectively.
cell*d imaging software was used for merging both false-
coloured images.
Plasmid constructions and yeast two-hybrid
interaction tests
The two-hybrid assays were performed by using a LexA
DNA-binding domain encoding bait vector (pBTM116
referred as pLex) and a Gal4 activation domain encoding
prey vector (pGADT7). After ampliﬁcation using each
combination of two yeast primers (Table 2), BamHI cloning
was performed in both vectors. Co-transformant yeasts
were selected onto leucine-trytophan lacking medium
(–LW) for 4 days at 30 C, then streaked onto leucine-
trytophan-histidine lacking medium (–LWH) and grown for
4 days at 30 C. As a result of weak autoactivation of
hybrid proteins, 3-amino-1,2,4-triazole was supplemented to
–LWH medium at a concentration of 5 mm. X-Gal assays
were performed in accordance with the overlay method
described previously [47]. Brieﬂy, 10 mL of an X-Gal mix-
ture containing agar (0.5%), phosphate buffer (0.25 m),
SDS (0.1%) and X-Gal (0.04%) are poured directly onto
the –LWH medium containing streaked positive yeasts. The
blue colour is allowed to appear for 3 h at 30 C.
Tissue ﬁxation, embedding in parafﬁn and
sectioning
RNase-free conditions were strictly observed for all steps.
All glassware was baked for 8 h at 180 C and nondispos-
able plasticwares were incubated for 10 min in an aqueous
3% H2O2 solution before washing in diethylpyrocarbonate-
treated water. Leaves from mature C. roseus plants grown
in green house were harvested in late spring ⁄ early summer,
and young germinating seedlings were rapidly ﬁxed in
formalin ⁄ acetic acid ⁄ alcohol and embedded in Paraplast
(Dominique Dutscher, Brumath, France) as described previ-
ously [12,17,48]. Serial sections (10 lm) were spread on
silane-coated slides overnight at 40 C, and parafﬁn was
removed using xylene (twice for 15 min) before rehydration
in an ethanol gradient series up to diethylpyrocarbonate-
treated water.
In situ hybridization
The protocol used has been described previously [12,14,23].
Full-length LAMT cDNA ampliﬁed using primers LAM-
YFPfor and LAM-YFPrev (Table 2) and cloned in pSC-A
amp ⁄kan (Agilent Technologies, Massy, France) was used
for the synthesis of sense and anti-sense digoxigenin-labelled
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RNA probes. For SLS, the previously described plasmid
was used for the transcription of riboprobes [8]. After pre-
hybridization, hybridization of the digoxigenin-labelled probes
and washing, the riboprobes were immunodetected using a
sheep anti-digoxigenin Fab fragments-alkaline phosphatase
conjugate (Roche, Meylan, France), and the conjugates were
visualized using after overnight incubation in nitro-blue
tetrazolium chloride ⁄ 5-bromo-4-chloro-3¢-indolyphosphate
p-toluidine salt chromogenic substrate.
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Chapitre IV 
Compartimentalisation cellulaire et subcellulaire des étapes terminales de la 
voie de biosynthèse des AIM de Catharanthus roseus : localisation des 
enzymes impliquées dans la synthèse de vindoline au sein des feuilles 
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Compartimentalisation cellulaire et subcellulaire des étapes terminales 
de la voie de biosynthèse des AIM de Catharanthus roseus : 
localisation des enzymes impliquées dans la synthèse de vindoline au 
sein des feuilles  
 
Présentation et synthèse des résultats 
La vindoline constitue l’AIM majeur accumulé dans les feuilles de C. roseus et, à ce 
titre, sa voie de biosynthèse a été largement étudiée et caractérisée. La biosynthèse de la 
vindoline comporte six étapes et résulte initialement de l’hydroxylation de la tabersonine par 
la T16H pour former la 16-hydroxytabersonine qui subit une réaction de méthylation 
catalysée par la 16OMT amenant la formation de 16-méthoxytabersonine (Schröder et al., 
1999 ; Levac et al., 2008). Les étapes terminales de biosynthèse impliquent l’hydroxylation 
de la désacétoxyvindoline par la D4H suivie de l’acétylation de la désacétylvindoline par la 
DAT pour former la vindoline (Vasquez-Flota et al., 1997 ; St-Pierre et al., 1998). Lorsque ce 
travail de thèse a été engagé, aucune des deux enzymes catalysant les étapes centrales de cette 
voie (N-méthylation et hydratation) n’avait été spécifiquement caractérisée. Une activité 
NMT avait cependant été isolée des feuilles de C. roseus (De Luca et al., 1987) tandis que 
l’ADNc correspondant n’a été cloné qu’après la fin de ce travail (Liscombe et al., 2010) 
expliquant pourquoi les résultats issus de sa caractérisation n’apparaissent pas dans ce 
manuscrit. En raison de l’importance de la vindoline dans la production des AIM d’intérêt, 
l’étude de l’organisation de sa voie de biosynthèse avait été initiée dès les premières 
identifications d’enzymes appartenant à cette voie. Initialement, il a ainsi pu être établi que les 
transcrits des enzymes D4H et DAT étaient spécifiquement localisés au sein des 
laticifères/idioblastes des feuilles par hybridation d’ARN in situ (St-Pierre et al., 1999). Plus 
récemment, des approches de microdissection par capture laser couplée à de la RT-PCR et la 
production de la banque d’EST issus d’épidermes foliaires ont permis de montrer la présence 
des transcrits T16H et 16OMT dans ce type de tissus (Murata et De luca, 2005 ; Murata et al., 
2008), suggérant là encore qu’un intermédiaire métabolique de cette voie est véhiculé entre 
les deux types de tissus. A l’échelle subcellulaire, les seules informations disponibles 
concernait la localisation de DAT et T16H démontrées comme respectivement cytosolique et 
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ancrée au réticulum endoplasmique par des approches de fractionnement cellulaire (De Luca 
et Cutler, 1987 ; St-Pierre et De Luca, 1995). A nouveau, afin de produire un modèle intégré 
d’organisation de la voie de biosynthèse des AIM, la poursuite de l’étude des localisations 
cellulaires et subcellulaires des enzymes de la voie de biosynthèse de la vindoline a été 
engagée. Ainsi, pour préciser plus finement la nature de l’intermédiaire métabolique véhiculé 
des épidermes aux laticifères/idioblastes, la détection des transcrits de 16OMT a été réalisée 
par des approches d’ARN in situ de façon à permettre une analyse plus exhaustive de 
l’ensemble des tissus de la feuille. La détection spécifique de ceux-ci dans les épidermes a 
permis de conclure que l’intermédiaire véhiculé était nécessairement produit après la réaction 
catalysée par 16OMT. Au sein des cellules, l’utilisation combinée de l’imagerie GFP et de la 
technique BiFC a permis de confirmer la localisation de T16H au réticulum endoplasmique, 
via l’identification de la séquence N-terminale nécessaire et suffisante à cet ancrage, et 
d’établir que 16OMT forme des homo-oligomères au sein du cytosol permettant d’empêcher 
sa diffusion passive dans le noyau. Enfin, la localisation nucléo-cytosolique de D4H et DAT 
sous forme de monomères a été démontrée suggérant à nouveau un rôle important du noyau 
dans les étapes de synthèse des AIM à l’instar de la réaction catalysée par SGD. L’ensemble 
de ces résultats ont donné lieu à une publication dans la revue Journal of Plant Physiology qui 
constituera le dernier chapitre de la section Résultats et Discussion. 
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a b s t r a c t
Vindoline constitutes the main terpenoid indole alkaloid accumulated in leaves of Catharanthus roseus,
and four genes involved in its biosynthesis have been identiﬁed. However, the spatial organization
of the tabersonine-to-vindoline biosynthetic pathway is still incomplete. To pursue the characteriza-
tion of this six-step conversion, we illustrated, with in situ hybridization, that the transcripts of the
second biosynthetic enzyme, 16-hydroxytabersonine 16-O-methyltransferase (16OMT), are speciﬁcally
localized to the aerial organ epidermis. At the subcellular level, by combining GFP imaging, bimolecu-
lar ﬂuorescence complementation assays and yeast two-hybrid analysis, we established that the ﬁrst
biosynthetic enzyme, tabersonine 16-hydroxylase (T16H), is anchored to the ER as a monomer via a
putative N-terminal helix that we cloned using a PCR approach. We also showed that 16OMT homod-
imerizes in the cytoplasm, allowing its exclusion from the nucleus and thus facilitating the uptake of
T16H conversion product, although no T16H/16OMT interactions occur. Moreover, the two last biosyn-
thetic enzymes, desacetoxyvindoline-4-hydroxylase (D4H) and deacetylvindoline-4-O-acetyltransferase
(DAT), were shown to operate as monomers that reside in the nucleocytoplasmic compartment follow-
ing passive diffusion to the nucleus allowed by the protein size. No D4H/DAT interactions were detected,
suggesting the absence of metabolic channeling in the vindoline biosynthetic pathway. Finally, these
results highlight the importance of the inter- and intracellular translocations of intermediates during the
vindoline biosynthesis and their potential regulatory role.
© 2010 Elsevier GmbH. All rights reserved.
Introduction
Terpenoid indole alkaloids (TIA) form an important group of
secondary metabolites synthesized in the Apocynaceae. Among
the numerous TIA, vinblastine and vincristine produced in the
Madagascar periwinkle (Catharanthus roseus) are of particular
importance because of their anticancer properties and their wide
use in chemotherapy treatment. These two dimeric TIA are syn-
Abbreviations: 16OMT, 16-hydroxytabersonine 16-O-methyltransferase;
BiFC, bimolecular ﬂuorescence complementation; D4H, desacetoxyvindoline-4-
hydroxylase; DAT, deacetylvindoline-4-O-acetyltransferase; TIA, terpenoid indole
alkaloids; LCM, laser-capture microdissection; SLS, secologanin synthase; T16H,
tabersonine 16-hydroxylase.
∗ Corresponding author at: Université Franc¸ois-Rabelais de Tours, EA 2106
“Biomolécules et Biotechnologies Végétales”, UFRdes Sciences et Techniques, 37200
Tours, France. Tel.: +33 247 36 69 88; fax: +33 247 27 66 60.
E-mail address: vincent.courdavault@univ-tours.fr (V. Courdavault).
1 Both authors have contributed equally to this work.
2 Present address: Université de Toulouse, UPS, UMR 5546, Surfaces Cellulaires et
Signalisation chez les Végétaux, BP 42617, F-31326, Castanet-Tolosan, France.
thesized in aerial organs of C. roseus through the condensation
of two monomeric TIA, catharanthine and vindoline. Currently,
the dimeric TIA and their derivates used in anticancer treatment
are hemisynthesized from vindoline and catharanthine extracted
from C. roseus leaves. Due to the low abundance of these two
TIA, numerous studies have been engaged over the past 20
years to elucidate their biosynthetic pathway. The biosynthesis
of vindoline results from a six-enzymatic reaction mediated con-
version of tabersonine (Fig. 1). The ﬁrst step of this biosynthetic
pathway involves the hydroxylation of tabersonine catalyzed by
tabersonine 16-hydroxylase (T16H; CYP71D12; EC 1.14.13.73), a
cytochromeP450-dependent enzyme (St-Pierre andDe Luca, 1995;
Schröder et al., 1999). The resulting 16-hydroxytabersonine is next
O-methylated by 16-hydroxytabersonine 16-O-methyltransferase
(16OMT; EC 2.1.1.94), which has been recently cloned (Levac et al.,
2008). The third reaction is catalyzed by an unidentiﬁed hydratase
that performs the hydratation of the 2,3 double bond, while the
subsequent step of N-methylation involves a partially character-
ized N-methyltransferase (NMT) producing desacetoxyvindoline
(De Luca et al., 1987). The penultimate step catalyzed by
desacetoxyvindoline-4-hydroxylase (D4H;EC1.14.11.20)produces
0176-1617/$ – see front matter © 2010 Elsevier GmbH. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jplph.2010.08.018
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Fig. 1. The biosynthesis of vindoline from tabersonine. Tabersonine is con-
verted into vindoline through a series of 6 reactions catalyzed by tabersonine
16-hydroxylase (T16H), 16-hydoxytabersonine-16-O-methyltransferase (16OMT),
uncharacterized hydratase and N-methyltransferase (NMT), desacetoxyvindoline-
4-hydroxylase (D4H) and deacetylvindoline-4-O-acetyltransferase (DAT).
deacetylvindoline (De Carolis et al., 1990; Vazquez-Flota et al.,
1997). The last step is the acetylation of deacetylvindoline by
deacetylvindoline-4-O-acetyltransferase (DAT; EC 2.3.1.107) to
formvindoline (De Luca et al., 1985; St-Pierre et al., 1998). In planta,
the vindoline biosynthesis appears as a tightly regulated mecha-
nism affected by developmental or differentiation processes and
by the compartmentation of the vindoline biosynthetic enzymes
(Westekemper et al., 1980; St-Pierre et al., 1999). The importance
of inter- and intracellular translocations of intermediates result-
ing from the compartmentation of enzymes has also emerged as a
central regulatory mechanism in distinct natural product biosyn-
thesis (Kutchan, 2005). While several studies have been engaged to
characterize the cellular and sub-cellular organization of the vin-
doline biosynthetic pathway (reviewed in Guirimand et al., 2010a),
the elucidation of the compartmentation is still incomplete. For
instance, in aerial organs, the D4H and DAT enzymatic steps have
been localized to laticifers/idioblast specialized cells while epider-
mal cells harbor the reactions located between the ﬁnal step of the
biosynthesis of the TIA monoterpenoid precursor catalyzed by sec-
ologanin synthase (SLS; CYP72A1; EC 1.3.3.9) and 16OMT including
T16H (St-Pierre et al., 1999; Irmler et al., 2000;Murata andDe Luca,
2005; Levac et al., 2008; Murata et al., 2008; Roepke et al., 2010).
However, the situation is less clear for these two enzymes because
their transcripts were solely detected by RT-PCR approaches that
do not allow a complete overview of the mRNA distribution, as
observed, for example using in situ hybridization for D4H and DAT.
At the subcellular level, the distribution of 16OMT and D4H has
not been investigated and the sole data available for T16H and
DAT were obtained from density gradient analysis (De Luca and
Cutler, 1987; St-Pierre and De Luca, 1995). This approach leads
to artefactual results, particularly for TIA biosynthetic enzymes, as
demonstrated previously (Guirimand et al., 2009, 2010b). In addi-
tion, there have been no reports on the subcellular organization
of these enzymes, while the formation of metabolons has been
widely described in plant secondary metabolism (Jørgensen et al.,
2005). This prompted us to evaluate the cellular and sub-cellular
localization of the vindoline biosynthetic enzymes in C. roseus cells
using RNA in situ hybridization and GFP imaging, and to study
possible interactions using Bimolecular Fluorescence Complemen-
tation (BiFC) and yeast two-hybrid assays. These new results allow
us to better characterize the architecture of the vindoline path-
way and to identify possible steps of biosynthetic intermediate
translocation.
Materials and methods
Ampliﬁcation of the 5′-end of T16H
The 5′-end of T16H cDNA was ampliﬁed via an asymmetric
PCR performed on a ZAPII-oriented Catharanthus roseus cDNA
library using the M13 reverse universal primer and the speciﬁc
forward T16H-2 primer (see Supplementary Table 1 for details on
all primers used in this study). The ampliﬁed cDNA was cloned in
pSC-A amp/kan (Stratagene) and sequenced.
Biolistic-mediated transient transformation of C. roseus
suspension cells and GFP imaging
Transient transformation of C. roseus cells by particle bombard-
ment and GFP imaging were performed following the procedures
described by Guirimand et al. (2009, 2010b). Brieﬂy, cells plated
onto solid culture medium were bombarded, using the Bio-Rad
PDS1000/He system, with DNA coated gold particles (1m) and
a 1100psi rupture disk at a stopping-screen-to-target distance of
6 cm. Bombarded cells were cultivated 15h prior studying protein
sub-cellular localization using an Olympus BX-51 epiﬂuorescence
microscope equipped with an Olympus DP-71 digital camera.
YFP-fused enzyme expression vectors
To construct the T16H–YFP expression vector, the full length
T16HORF (GenBank FJ647194)was ampliﬁed by PCR using primers
T16H-BglII and T16H-SpeI. For thT16H–YFP expression vector,
the coding sequence of the putative transmembrane helix (ﬁrst
24 residues of T16H including 3 residues downstream of the
transmembrane helix) was ampliﬁed by combining primers T16H-
BglII and pep-T16H-SpeI. The thT16H–YFP expression vector
expressing a transmembrane helix deleted version of T16H was
constructed following ampliﬁcation of the coding sequence of
the remaining part of the protein (residues T22-A506) using
primers T16H-del and T16H-SpeI allowing the addition of an ini-
tiation codon prior to residue 22 of the deleted version of T16H.
These cDNAs were sequenced and cloned into the BglII and SpeI
restriction sites of pSCA-cassette YFPi (Guirimand et al., 2009)
in frame with the 5′-extremity of the coding sequence of YFP
driven by the CaMV35S promoter to express the fusion protein. The
16OMT–YFP and YFP–16OMT expression vectors were constructed
following ampliﬁcation of the coding sequence of 16OMT (Gen-
Bank EF444544) with primers 16OMT-GFPfor and 16OMT-GFPrev
allowing the addition of SpeI restriction sites at both the 5′ and
3′ extremities of the ampliﬁed sequence. After sequencing, the
16OMT cDNA was cloned either into the SpeI or in the compatible
NheI restriction site of pSCA-cassette YFPi to express 16OMT–YFP
or YFP–16OMT, respectively. A similar approach was used to con-
struct the plasmids expressing D4H–YFP, YFP–D4H, DAT–YFP and
YFP–DAT except that NheI restriction sites were added at the
extremity of the DAT coding sequence.
Bimolecular ﬂuorescence complementation (BiFC) assays
BiFC assays were carried out using the pSPYNE(R)173,
pSPYCE(MR), pSPYNE173 and pSPYCE(M) plasmids that allow the
SpeI-cloning at the 5′ or 3′ ends of the coding sequence of the N-
terminal (YFPN, residues 1–173) and C-terminal (YFPC, residues
156–239) fragments of YFP (Waadt et al., 2008). cDNAswere ampli-
ﬁed as described in the previous section except for T16H, for which
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Fig. 2. 16OMT transcripts are speciﬁcally located in the epidermis of C. roseus aerial organs. Serial sections of cotyledons (A–D) and young developing leaves (E–H) were
hybridized either with 16OMT-antisense (AS) probes (A and E), with 16OMT-sense (S) probes (B and F) used as a negative control or with SLS-AS (C and G) probes and DAT-AS
probes (D and H) used as positive controls. ab, abaxial; ad, adaxial; id, idioblast; lat, laticifer; ep, epidermis. Bar: 100m.
we used the combination of primers T16Hfor-SpeI and T16H-SpeI
(Supplementary Table 1).
Organelle markers and cell co-transformation
ER CFP marker (CD3-954) was obtained from the ABRC
(http://www.arabidopsis.org). The nucleocytoplasm CFP marker
was generated following ampliﬁcation of the CFP coding sequence
using primers CFPfor2 and CFP2rev-NheI and cloning into the BglII
and NheI restriction sites of pSCA-cassette YFPi (Guirimand et al.,
2009) to substitute the YFP coding sequence (Supplementary Fig.
1). For the nucleus CFPmarker, the CFP coding sequencewas cloned
into the BglII and SpeI restriction sites of pCAMBIA 1305 (obtained
from CambiaLabs at http://www.cambia.org; GenBank AF354045)
to generate a CFP-GUS fusion protein. The nuclear localization
sequence (NLS) of a Xenopus nucleoplasmin (NP 001081027) was
next added at the N-terminal end of CFP-GUS following the anneal-
ing of primersNLS-nucleo for andNLS-nucleo rev and cloning of the
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resulting sequence into the BglII and SpeI restriction sites of pCAM-
BIA 1305 CFP-GUS. Plasmid co-transformations were performed
according to Guirimand et al. (2009) using 400ng of each plasmid
or 100ng for BiFC assays.
Yeast two-hybrid
The yeast two-hybrid analysis was performed using a LexA
DNA-binding domain-encoding bait vector (pBTM116 referred
as pLex) and a Gal4 activation domain-encoding prey vector
(pGADT7, Clontech). After ampliﬁcation using each combination of
2yeast-primers (Supplementary Table 1), a BamHI cloning was per-
formed in both vectors. Co-transformant yeasts (strain L40) were
selected onto leucine–trytophan lacking medium (−LW) for 4 days
at 30 ◦C and then streaked onto leucine–trytophan–histidine lack-
ing medium (−LWH) and grown for 4 days at 30 ◦C. Due to weak
autoactivation of hybrid proteins, the −LWH medium was supple-
mentedwith5mM3-amino-1,2,4-triazole (3AT).X-Gal assayswere
performed according to the overlaymethod derived fromFromont-
Racine et al. (1997).
In situ RNA hybridization of C. roseus leaves and cotyledons
Full-length 16OMT cDNA cloned in pSC-A amp/kan were used
for the synthesis of sense and anti-sense RNA probes as previ-
ously described (Mahroug et al., 2006). For SLS and DAT, previously
described plasmids were used for the riboprobe transcription
(St-Pierre et al., 1999; Irmler et al., 2000). Parafﬁn-embedded
serial longitudinal sections of young developing and mature
leaves and transversal sections of emerging cotyledons were
hybridized with digoxigenin-labeled transcripts and localized with
anti-digoxigenin–alkaline phosphatase conjugates according to
Mahroug et al. (2006).
Results
The 16OMT transcripts show a speciﬁc epidermal localization
To complete the RT-PCR analysis of the mRNA distribution of
the ﬁrst enzymes of the vindoline biosynthetic pathway (Levac et
al., 2008), we performed an in situ RNA hybridization of the 16OMT
transcripts in cotyledons of Catharanthus roseus young seedlings
and young developing and mature leaves (Fig. 2). In both types of
young aerial organs, the 16OMT mRNA were speciﬁcally detected
in adaxial and abaxial epidermis with the antisense probe, while
no signal was revealed using the sense probe (Fig. 2A, B, E and F).
The other cell types did not express the 16OMT transcripts, while
as controls, the SLS and DAT transcripts where detected in adax-
ial/abaxial epidermis and laticifers/idioblasts, respectively (Fig. 2C,
D, G and H). No signal was detected in mature leaves (data not
shown), a result in agreement with the down-regulation of TIA
biosynthetic gene expression observed in older organs (St-Pierre
et al., 1998, 1999).
T16H is an endoplasmic reticulum anchored enzyme
The subcellular localization of the four characterized enzymes
of the vindoline biosynthetic pathway (T16H, 16OMT, D4H and
DAT) was studied using a combined approach of biolistic-mediated
transient transformation of C. roseus cells and GFP imaging. In a
ﬁrst step, due to the lack of several residues at the N-terminal
end of T16H (AJ238612; Schröder et al., 1999), the 5′-end of the
corresponding cDNA was cloned by PCR. The ampliﬁed cDNA har-
bors 50 additional base pairs, upstream of the original sequence
and encompasses an 11-residue ORF initiated by an ATG codon in
frame with the T16H coding sequence (Fig. 3). The identiﬁcation
Fig. 3. Nucleotide and deduced residue sequences of the T16H 5′-end. The sequence
cloned in thiswork is designatedusingnormal letterswhereas thepreviously known
sequence appears in italics. (*) designates a stop codon.
of an upstream termination signal (TGA) in frame with the puta-
tive initiation codon deﬁnitively validated this initiation codon.
Based on this result, the T16H full-length ORF was ampliﬁed (Gen-
Bank FJ647194) allowing the identiﬁcation of a putativeN-terminal
18-residue transmembrane helix (residue Y4-T21; Supplementary
Fig. 2 and Table 2). To maintain the accessibility of the helix, the
T16H full-length ORF was cloned in frame with the 5′-extremity
of the YFP coding sequence to generate a T16H–YFP fusion pro-
tein. In transiently transformed cells, the ﬂuorescence signal of
the fusion protein appeared as a network structure branching
all across the cell and surrounding the nucleus (Fig. 4A–D) and
perfectly co-localized with the “ER”-CFP marker (Fig. 4E–H). This
ER localization was dependent on the presence of the putative
transmembrane helix, as revealed by the ER localization of the
YFP-fused protein bearing solely the ﬁrst 24 residues of T16H
(thT16H; residues M1-K24) and by the absence of ER targeting for
the deleted protein (thT16H; residues T22-A506), as shown in
Fig. 4I–P.
16OMT is organized as homodimers in the cytosol
To clearly identify the subcellular localization of 16OMT, a GFP
imaging analysiswas also performed. As an initial step, a predictive
study of localization was performed using bioinformatic software.
This yielded contradictory results, including a possible targeting to
peroxisome due to a peroxisomal targeting sequence (SKL, residue
S178-L180) or to plastid stroma or thylakoid membrane, although
no plastid targeting sequence could be identiﬁed (Supplementary
Table 2). To avoid a possible masking of such sequences that could
lead to artefactual results, the 16OMT full length ORF was cloned
either at the 5′-end or at the 3′-end of the YFP coding sequence to
express 16OMT–YFP and YFP–16OMT fusion proteins in C. roseus
cells. For both constructs, the fusion proteins displayed a ﬂuores-
cence signal located in the nucleocytoplasm, as revealed by the
perfectmergingwith the signal emitted by the CFP nucleocytoplas-
mic marker (Fig. 5A–H). To gain insight into the conformational
organization of 16OMT in vivo, BiFC assays were also conducted.
Following the cloning of the 16OMT coding sequence in the BiFC
vectors, the four plasmid combinations were transiently expressed
in C. roseus cells. Co-transformations of plasmids expressing the
16OMT fused to the same extremity of the split-YFP fragments
(e.g. 16OMT–YFPN/16OMT–YFPC and YFPN-16OMT/YFPC-16OMT)
speciﬁcally allow the formation of a BiFC complex visualized as a
ﬂuorescent signal within the cells, suggesting that 16OMT is able
to homodimerize (Fig. 6A–H, Supplementary Fig. 3). In contrast to
the nucleocytoplasmic localization of 16OMT–YFP andYFP–16OMT
(Fig. 5), the 16OMT–BiFC complexes displayed an exclusive cytoso-
lic localization, as revealed by their exclusion from the nucleus
when compared to the nucleocytoplasmic CFP marker (Fig. 6I–L)
and by the perfect merging with the cytoplasmic marker (CFP-
GUS) (Fig. 6M–P). No ﬂuorescence was detected when 16OMT
was fused at the opposite orientations, either upstream or down-
stream of the split-YFP fragments, suggesting that the interactions
of 16OMT are dependent on the fusion orientation. In addition,
16OMTself-interactionwasmonitoredbyyeast two-hybrid experi-
ments. Co-transformation of yeastwith the prey construct carrying
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Fig. 4. Subcellular localization of T16H and functional characterization of the N-terminal transmembrane helix in C. roseus cells. Cells were transiently transformed with
T16H–YFP (A–H), thT16H–YFP (I–L) or thT16H–YFP (M–P) expressing vectors in combination with different markers as mentioned on the images of the ﬁrst two columns.
Co-localization of the two ﬂuorescence signals appeared on the merged image. The morphology is observed with differential interference contrast (DIC). th, transmembrane
helix; th, absence of the th; nucleocyto, nucleocytoplasm. Bar: 10m.
the 16OMT/GAL4 activation domain (AD) fusion and the bait con-
struct harboring the 16OMT/LexADNA-binding domain (BD) fusion
allows the recovery of yeast growth on selective medium and
the acquirement of -galactosidase activity indicating a strong
protein–protein interaction (Table 1; Supplementary Fig. 4). No
yeast growth was recovered when 16OMT/GAL4 AD or 16OMT/Lex
BDwere expressedwith LexBDandGAL4ADaloneor aswith fusion
with D4H and DAT, validating the self interaction of 16OMT. BiFC
assays also revealed the absence of 16OMT–T16H and T16H–T16H
interactions (data not shown).
Table 1
Analysis of 16OMT, D4H andDAT interaction using yeast two-hybrid assays. +++ and
− symbolize strong and no interaction between the partners, respectively.
pLex-OMT pLex-D4H pLex-DAT pLex
pGAD-OMT +++ − − −
pGAD-D4H − − − −
pGAD-DAT − − − −
pGAD − − − −
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Fig. 5. Subcellular localization of 16OMT in C. roseus cells. Cellswere transiently transformedwith 16OMT–YFP (A–D) or YFP–16OMT (E–H) expressing vectors in combination
with the nucleocytoplasmic (nucleocyto) CFP marker. Co-localization of the two ﬂuorescence signals appeared on the merged image. The morphology is observed with
differential interference contrast (DIC). Bar: 10m.
D4H and DAT are nucleocytoplasmic enzymes
The bioinformatic predictions of D4H and DAT subcellular local-
ization also led to ambiguous and/or contradictory results. As an
example, D4H has been predicted to be a membrane-anchored
enzyme (plasma, ER, or thylakoid membrane), while no trans-
membrane helix could be identiﬁed.Moreover, a plastid/thylakoid-
targeting of DAT was predicted, while no plastid targeting peptide
was detected within the sequence (Supplementary Table 2). As
a consequence, both D4H and DAT were fused either to the N-
terminal or C-terminal end of GFP and transiently expressed in C.
roseus cells. Irrespective to the fusion orientation, both D4H and
DAT were localized to the cytoplasm and the nucleus, as high-
lighted by the perfect overlapping of the ﬂuorescence signal of the
fusion proteinswith the nucleocytoplasmic CFPmarker (Fig. 7A–P).
In addition, noD4Hor DAT homodimerization and noD4H andDAT
heterodimerization were detected by BiFC assays (data not shown)
and/or by yeast two-hybrid experiments (Table 1, Supplementary
Fig. 4) for any plasmid associations.
Discussion
Vindoline, which belongs to the TIA Aspidosperma family, is the
main alkaloid accumulated in C. roseus leaves (Westekemper et al.,
1980) and constitutes one of the two precursors of the highly valu-
able anticancer TIA, vinblastine and vincristine. Consequently, the
cellular and subcellular organization of the vindoline biosynthetic
pathway has been intensely studied since the ﬁrst characteriza-
tion of the DAT activity in C. roseus leaf extracts (De Luca et al.,
1985). Although a wide range of analytical techniques has been
used to perform such studies, including RNA in situ hybridization,
immunolocalization, laser-capture microdissection (LCM)-assisted
RT-PCR, epidermis-enriched EST or density gradient analysis, the
organizationof this biosynthetic pathway is still incompletely char-
acterized. At the cellular level, it is now admitted that the two
last steps catalyzed by D4H and DAT are located to laticifers and
idioblats (St-Pierre et al., 1999; Murata et al., 2008). The T16H
and 16OMT transcripts were detected mainly in epidermis by LCM
assisted RT-PCR and by epidermis EST analysis (Murata and De
Luca, 2005; Murata et al., 2008). However, such analytical tech-
niques donot allowobservation of the completemRNAdistribution
within the leaves since they are restricted to the tissues used for
RNA extraction. We therefore performed RNA in situ hybridiza-
tions to complete the RT-PCR analysis with particular focus on the
16OMT since it acts downstream of T16H. Our results conﬁrmed
that 16OMT transcripts are largely, if not exclusively, located in the
young aerial organ epidermis (Fig. 2). This supports the fact that
the metabolites transported from epidermis to laticifers/idioblasts
are produced either by 16OMT, the unknown hydratase or NMT
(Fig. 1). At the subcellular level, our combined approach of primary
sequence analysis, GFP imaging and fusion/deletion experiments
allowed us to show that T16H is localized to the ER as amonomer in
agreement with the results of St-Pierre and De Luca (1995) (Fig. 4).
This ER localization is dependent on the presence of a putative
N-terminal transmembrane helix that has not been identiﬁed pre-
viously due to the incomplete cloning of the T16H cDNA. Such a
helix could allow the anchoring of T16H to the ER, exposing the cat-
alytic domain of the protein toward the cytosol in agreement with
the membrane topology of cytochrome P450 (Schuler and Werck-
Reichhart, 2003). Irrespective to theYFPorientation,weestablished
that 16OMTdisplayedanucleocytoplasmic localization (Fig. 5A–H).
In addition, we also showed, using BiFC assays and yeast two-
hybrid experiments, that 16OMT is organized as homodimers in
vivo (Figs. 5A-H and 6A–P, Table 1). Such homodimerization seems
to be a common feature of plantO-methyltransferases andhas been
reported for other enzymes, such as ﬂavone OMT (Kornblatt et al.,
2008). Interestingly, the 16OMT homodimers are localized in the
cytoplasmwith exclusion from thenucleus (Fig. 6A–P). This is likely
to be due to the homodimer size (79.6 kDa and 106.6 kDa without
and with YFP, respectively), which is larger than the size exclu-
sion limit of the nuclear pores allowing passive diffusion (60kDa;
Weis, 2003). On the contrary, the fusion to a full-length YFP would
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Fig. 6. Analysis of 16OMT homodimerization in C. roseus cells using BiFC assays. (A–H) Cells were co-transformed using a combination of plasmids as indicated on the
top (fusion with the YFPN fragment) and on the left (fusion with the YFPC fragment). For the two combinations leading to BiFC complex reformation an additional co-
transformation was performed with the CFP nucleocytoplasmic (I–L) or the CFP-GUS cytoplasmic (M–P) marker. The morphology is observed with differential interference
contrast (DIC). Bar: 10m.
not allow 16OMT dimerization, probably due to problems of steric
hindrance, causing the passive diffusion into the nucleus (Fig. 5).
From a physiological point of view, it could be hypothesized that
the cytosol sequestration of 16OMT would facilitate the uptake of
the 16-hydroxytabersonine released in the cytosol by ER-anchored
T16H. In addition, while numerous metabolons including P450
have been described in particular with OMT (Liu and Dixon, 2001),
no interaction between T16H and 16OMT has been detected using
BiFC assays, suggesting that no metabolic channeling occurs within
the ﬁrst steps of vindoline biosynthesis. On the contrary, the lack
of interaction between T16H and D4H or DAT was expected due to
the cellular compartmentation of these enzymes in epidermis and
laticifers/idioblasts, respectively.Whilenodatawere available con-
cerning D4H, we provided results arguing for a nucleocytoplasmic
localization of both D4H and DAT (Fig. 7). This is partially in agree-
ment with the results of De Luca and Cutler (1987), who described
DAT as a cytosolic enzyme, and with the suggestion of De Carolis et
al. (1990) about a D4H cytoplasmic localization. Such distribution
in both the nucleus and the cytoplasm is probably due to a pas-
sive diffusion across nuclear pores since D4H and DAT are smaller
than 50kDa and no nuclear localization sequences were identiﬁed
(Supplementary Table 2). In our experiments, the fusion with YFP
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Fig. 7. Subcellular localization of D4H and DAT in C. roseus cells. Cells were transiently transformed with D4H–YFP (A–D), YFP–D4H (E–H), DAT–YFP (I–L) or YFP–DAT (M–P)
expressing vectors in combination with the nucleocytoplasmic (nucleocyto) CFP marker. Co-localization of the two ﬂuorescence signals appeared on the merged image. The
morphology is observed with differential interference contrast (DIC). Bar: 10m.
increased the size of the proteins (about 75kDa for both), but it
has already been shown that proteins larger than 80kDa could
diffuse through nuclear pores depending on their nature (Wang
and Brattain, 2007). In addition, the absence of homo- and het-
erodimerization would avoid the sequestration of D4H and DAT in
the cytoplasm as observed for 16OMT (Table 1) and is in agree-
ment with the protein size estimated during puriﬁcation (De Luca
et al., 1985; De Carolis et al., 1990). This nucleocytoplasmic local-
ization has been recently described for other acyltransferases, such
as anthocyanin/ﬂavonol acyltransferase (Yu et al., 2008). The pres-
ence of TIA biosynthetic enzymes in the nucleus, such as D4H
and DAT (this study) and strictosidine-d-glucosidase (Guirimand
et al., 2010b), as well as ﬂavonoid biosynthetic enzymes includ-
ing chalcone synthase and isomerase (Saslowsky et al., 2005) also
suggests that an active secondary metabolism takes place in this
compartment. In conclusion, based on our results and those from
De Luca’s group, it appears that the biosynthesis of vindoline from
tabersonine sequentially takes place at least in two cell types
including epidermis (T16H, 16OMT) and laticifers/idioblasts (D4H,
DAT) and involves at least four subcellular compartments including
ER (anchoring of T16H), cytosol (dimerized 16OMT, soluble D4H
and DAT), plastids (NMT) and nucleus (passive diffusion of D4H
and DAT) without apparent formation of metabolons between the
four enzymes. The cartography of the almost fully characterized
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vindoline biosynthetic pathway (an unknown hydratase remains
to be characterized) suggests that the resulting inter- and intra-
cellular exchanges could constitute regulatory mechanisms of TIA
biosynthesis.
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Primer name Sequence
T16H-2 AAGATTGGACACTCTTTTGGCTAAGAAGTT
T16H-BglII GCAGATCTGATGGAATTCTATTATTTTCTCTACTTGGCC
T16H-SpeI GCACTAGTAGCAGGAGAAGAGGAAGAAAAATTAACT
pep-T16H-SpeI GCACTAGTTTTCTTTGTGGTTTTTGATAAAATGAAGCAGAA
T16H-del GCAGATCTATGACAAAGAAATTTGGCCAAAACAGCCAA 
T16Hfor-SpeI GCACTAGTATGGAATTCTATTATTTTCTCTACTTGGCC 
OMT-GFPfor GCACTAGTATGGATGTTCAATCTGAGGAGTTCCGT 
OMT-GFPrev GCACTAGTAGGATAAACCTCAATGAGACTCCTTGTAAAATC
D4HSpeI-for GCACTAGTATGCCTAAGTCTTGGCCAATTGTGATATCA
D4HSpeI-rev GCACTAGTAGCTCTTCCTTATCTCCTTTCAGGTTAAACAAT
DATNheI-for GCGCTAGCATGGAGTCAGGAAAAATATCGGTTGAGACA 
DATNheI-rev GCGCTAGCATTAGAAACAAATTGAAGTAGCTGTTCGTTCTTC 
CFPfor2 GAAGATCTGACTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC 
CFP2rev-NheI GCGCTAGCTCTCTTGTACAGCTCGTCCATGCC 
NLS-nucleo for GATCTGATGAAGAGACCAGCTGCAACAAAGAAGGCCGGACAAGCTAAAAAGAAAAAGA 
NLS-nucleo rev CTAGTCTTTTTCTTTTTAGCTTGTCCGGCCTTCTTTGTTGCAGCTGGTCTCTTCATCA 
2yeast-OMT-for GCAGATCTCCATGGATGTTCAATCTGAGGAGTTCCGT 
2yeast-OMT-rev GCAGATCTCCAGGATAAACCTCAATGAGACTCCTTGTAAAATC 
2yeast-D4H-for GCGGATCCCCATGCCTAAGTCTTGGCCAATTGTGATATCA 
2yeast-D4H-rev2 GCGGATCCCCATTGTTTAACCTGAAAGGAGATAAGGAAGAGCT 
2yeast-DAT-for GCGGATCCCCATGGAGTCAGGAAAAATATCGGTTGAGACA 
2yeast-DAT-rev GCGGATCCCCATTAGAAACAAATTGAAGTAGCTGTTCGTTCTTC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Enzyme Predicted size (kDa) PSORT Prediction 
Predotar 
Prediction 
TMHMM 
Prediction 
ChloroP 
Prediction 
Previous 
experimental 
localization 
T16H 58 
ER (membrane)  0.820 
Plasma mb          0.190 
ER (lumen)         0.100 
ER 
(0.99) 
TM helix 
N-term. end no cTP 
ER 
(density gradient) 
St-Pierre and De Luca 1995 
16OMT 39.8 
Peroxisome         0.540 
P (stroma)           0.463 
P (thy mb)           0.105 
Elsewhere 
(0.99) No TM helix no cTP - 
D4H 45.6 
Plasma mb          0.700 
ER (membrane)  0.200 
P (thy mb)           0.113 
Elsewhere 
(0.76) No TM helix no cTP - 
DAT 49.8 
P (stroma)           0.501 
Cytoplasm           0.450 
P (thy mb)           0.252 
Elsewhere 
(0.98) No TM helix no cTP 
Cytoplasm 
(density gradient) 
De Luca and Cutler 1987 
Supplemental Table 2 - Prediction of the subcellular localization of T16H, 16OMT, D4H and DAT 
performed using the PSORT, Predotar, TMHMM and ChloroP softwares.   
Predictions of protein subcellular localization were performed using PSORT (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/) and 
Predotar (http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html) softwares. The prediction of a residue to belong to a 
transmembrane helix was realized using the TMHMM server (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). ChloroP 
was used for identification of plastid-targeted proteins (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/). For PSORT 
predictions, the subcellular compartments corresponding to three highest scores of localization are given. Predotar 
allows identifying putative mitochondrial, plastid or ER proteins. A protein that is not predicted to be located within 
one of these three compartments is annotated elsewhere. cTP, chloroplast Transit Peptide; ER, endoplasmic 
reticulum; mb, membrane; P, plastids; thy, thylakoid; TM, transmembrane helix.   
Supplemental Table 1 - Sequence of the primers used in this work. 
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Supplemental Figure 3 – Control of the co-transformation efficiency during the BiFC assays displayed in 
figure 6.  
C. roseus cells were transiently co-transformed with BiFC vector as labeled on the top (fusion with the YFPN 
fragment) and on the left (fusion with the YFPC fragment) in combination with the CFP-GUS nucleocytoplasmic 
marker. This figure displays the CFP channel in the same exact focal plan for the cells analyzed by BiFC in 
figure 6 demonstrating the observed cells are transformed even in the absence of BiFC complex formation. Bar: 
10 µm. 
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Supplemental Figure 4 – Analysis of interactions of MIA biosynthetic enzymes by yeast two-hybrid 
experiments.  
(A) Schematic representation of co-transformant yeast streaks. (B) Growth on leucine, tryptophan lacking 
medium (-LW). (C) Growth on leucine, tryptophan, histidine lacking medium (-LWH) including 5 mM 3-amino-
1,2,4, triazole. (D) Test of ß-galactosidase activity. 
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Conclusion et perspectives 
 
Si la connaissance des mécanismes d’action (pharmacologie) des alcaloïdes est de plus 
en plus avancée, les voies de biosynthèse dont ils sont issus et les facteurs régulant leur 
production sont encore à ce jour assez mal caractérisés, notamment en raison de la multitude 
et de la complexité des étapes. La production de métabolites secondaires d’intérêts tels que les 
alcaloïdes d’origine végétale par biotechnologie associée à la culture in vitro, représente une 
alternative prometteuse aux techniques classiquement employées à l’heure actuelle (culture de 
plantes à grande échelle), qui sont souvent peu efficaces et peuvent présenter un impact 
négatif sur l’environnement. L’obtention par une approche biotechnologique d’un système 
efficace pour la bio-production de ces alcaloïdes permettrait de s’affranchir des difficultés 
d’approvisionnement liées aux contraintes climatiques ou autres problèmes inhérents à la 
culture en champs, et limiterait également de façon significative l’impact écologique de ces 
cultures intensives. La culture in vitro de cellules, d’organes, ou de plantes entières permet un 
contrôle total des paramètres régulant la croissance et le développement cellulaire, et offre la 
possibilité de produire en continu des biomolécules d’intérêts en conditions maitrisées. Cette 
approche ouvre également de nombreuses perspectives d’ingénierie métabolique et de 
transfert de gènes tout en maintenant les populations cellulaires transformées en milieu clos et 
contrôlé. Malheureusement, à l’exception notable de la synthèse du taxol (Jacrot et al., 1983 ; 
Mercklé et al., 2001 ; Kolewe et al., 2008), et dans une moindre mesure des alcaloïdes du 
pavot (Frick et al., 2007 ; Larkin et al., 2007), la production de nombreuses molécules, via 
une approche biotechnologique, reste infructueuse, en particulier dans le cas des AIM anti-
cancéreux de C. roseus. Le succès d’une stratégie de production des vinca alcaloïdes par la 
culture de cellules in vitro requiert une connaissance fine de l’architecture des voies de 
biosynthèse alcaloïdiques et de leurs mécanismes de régulation. La biosynthèse des AIM de 
C. roseus est un processus complexe comprenant de nombreuses étapes (plus d’une trentaine 
connue au total), et hautement compartimenté tant à l’échelle cellulaire que subcellulaire, 
impliquant de nombreux événements de transport de métabolites (intermédiaires). Dans ce 
contexte, ce travail de thèse a largement contribué à améliorer nos connaissances de la 
compartimentalisation spatiale de cette voie de biosynthèse permettant d’établir une 
cartographie détaillée de celle-ci et d’identifier les étapes limitantes de transport d’un 
compartiment à un autre à l’échelle tissulaire et à l’échelle subcellulaire (Fig. C1 et C2). De 
plus cette cartographie spatiale permet de commencer à mieux appréhender un aspect des 
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AIM de C. roseus largement sous étudié : leur importance écophysiologique dans les 
mécanismes de défense de la plante. 
 
1- Vers l’établissement d’un modèle intégré unifié de la voie de biosynthèse des AIM de 
C. roseus 
 
1.1- Cartographie cellulaire  
La très haute complexité de l’organisation de la biosynthèse des AIM chez C. roseus, 
résulte de la participation séquentielle de plusieurs types cellulaires distincts au sein d’un 
même organe aérien suggérant l’existence de plusieurs mécanismes de régulation de cette 
voie de biosynthèse (Fig. C1-C2). Différentes modulations de l’expression des gènes codant 
pour les enzymes de cette voie ont été mises en évidence, selon le tissu où ils sont 
majoritairement exprimés. Indépendamment du type cellulaire considéré (PAPI, épiderme, 
laticifères/idioblastes), les gènes de la voie des AIM sont globalement principalement 
exprimés dans les tissus jeunes in planta (St-Pierre et al., 1999, Burlat et al., 2004, Oudin et 
al., 2007) suggérant une co-régulation développementale. Cependant, pour les gènes 
impliqués dans les étapes dites « précoces » et « intermédiaires » de la voie, les modalités de 
réponse aux traitements hormonaux dans des systèmes cellulaires indifférenciés diffèrent en 
fonction du patron d’expression tissu-spécifique originel in planta. De plus, en conditions 
physiologiques normales les cellules indifférenciées n’expriment pas les gènes codant pour 
des enzymes des étapes terminales de la voie associées aux cellules spécialisées des laticifères 
et idioblastes, comme pour l’enzyme D4H (Vazquez-Flota et al., 2000). Considérés dans leur 
ensemble, ces éléments laissent apparaître que les cellules indifférenciées présentent une 
régulation partiellement réminiscente du tissu où sont préférentiellement exprimés les gènes 
in planta, qui permet d’expliquer en partie l’incapacité des cellules indifférenciées à produire 
des AIM d’intérêt. Cette organisation complexe en plusieurs tissus implique en outre 
l’existence d’évènements de transport des précurseurs d’AIM d’un tissu à un autre permettant 
d’assurer l’ensemble des modifications nécessaires à la synthèse des molécules finales. La 
nature exacte des métabolites intermédiaires véhiculés ainsi que les mécanismes de transports 
intercellulaires restent encore non élucidés à ce jour (Fig. C1-C2). Afin de compléter notre 
connaissance de la compartimentalisation cellulaire de la voie nous avons étudié la répartition 
des transcrits des gènes (pour lesquels les données de localisation manquaient) par 
hybridation d’ARN in situ dans la mesure où cette technique d’analyse permet d’étudier 
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Figure C-1: Compartimentalisation cellulaire et subcellulaire de la voie de biosynthèse des alcaloïdes 
indoliques monoterpéniques (AIM) anti-cancéreux de Catharanthus roseus, précisant le patron d'expression 
tissu–spécifique des gènes clonés dans les organes aériens, et la compartimentalisation subcellulaire in situ 
et les interactions des enzymes correspondantes dans des cellules indifférenciées transformées par 
biolistique. 
Les flèches en traits pleins indiquent des étapes enzymatiques définies, les flèches en traits discontinus indiquent 
que plusieurs étapes enzymatiques interviennent. La localisation des transcrits a été obtenue pour l’essentiel des 
gènes par hybridation d’ARN in situ dans des jeunes feuilles de C. roseus. Les localisations subcellulaires des 
différentes enzymes de la voie ont été déterminées par imagerie GFP sur des cellules de C. roseus transformées 
par biolistique. Les interactions protéiques ont été étudiées par complémentation bimoléculaire de fluorescence 
(BiFC). Noter le très haut degré de compartimentalisation de cette voie de biosynthèse avec au total 4 tissus 
distincts (impliquant 3 évènements successifs de transport intercellulaires), 7 compartiments subcellulaires 
différents et 1 « sub »-compartiment (plastoglobule) impliquant de très nombreux évènements de transport 
intracellulaires, potentiellement limitants. Noter également la séparation physique entre l’enzyme SGD (contenue 
dans le noyau sous la forme d’agrégats) et son substrat la strictosidine (synthétisée et accumulée dans la vacuole). 
Les séquences codantes des enzymes clonées au sein du laboratoire apparaissent en gras. 
acétoacétyl-CoA thiolase (AACT), hydroxy-3-méthyl-glutaryl-CoA synthase (HMGS), HMG-CoA réductase 
(HMGR), mévalonate kinase (MVK), mévalonate phosphate kinase (PMK), mévalonate 5-diphosphate 
décarboxylase (MVD),  1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase (DXS), 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate 
synthase homologue (DXS2), 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase (DXR), 4-diphospho-cytidyl-
2C-méthyl-D-érythritol synthase (CMS), 4-diphosphocytidyl-2C-méthyl-D-érythritol kinase (CMK), 2C-méthyl-
D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase (MECS), 4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl diphosphate (HMBPP) 
synthase (HDS), HMBPP réductase (HDR), isopentényl diphosphate (IPP) isomérase (IDI), géraniol synthase 
(GES), géraniol 10-hydroxylase (CYP76B6) (G10H), 10-hydroxygéraniol oxydo-réductase (10HGO), UDP-
glucose-glycosyltransférase 2 (UGT2), 7-désoxyloganine 7-hydroxylase (DL7H), loganic acid methyltransferase 
(LAMT), sécologanine synthase (CYP72A1) (SLS), sous unité α de l’anthranilate synthase (AS), tryptophane 
décarboxylase (TDC), strictosidine synthase (STR), strictosidine β-D-glucosidase  (SGD), tabersonine 16-
hydroxylase (CYP71D12) (T16H), 16-hydroxytabersonine O-méthyltransferase (16OMT), 2,3-dihydro-3-
hydroxytabersonine-N-methyl transferase (NMT), désacétoxyvindoline 4-hydroxylase (D4H), déacétylvindoline 
4-O-acétyl transférase (DAT), peroxydase (PRX1). Les patrons d'expression proviennent des références suivantes: 
DXS, DXR, MECS, G10H (Burlat et al., 2004), TDC, STR, D4H, DAT (St-Pierre et al., 1999), SLS (Irmler et al., 
2000), SGD (Guirimand et al., 2010b), LAMT (Guirimand et al., 2011b), T16H (Murata et al., 2005), 16OMT 
(Guirimand et al., 2011a) ou de résultats encore non publiés issus de la thèse de S. Mahroug (2006). La 
localisation vacuolaire de la péroxydase (PRX1) a été montrée par Costa et al. (2008). 
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simultanément tout les tissus d’un même organe, et constitue (avec l’immunocytochimie) une 
approche de localisation cellulaire in situ à proprement parler. Dans le cadre de la thèse de S. 
Mahroug (2006), les résultats de localisation des transcrits des gènes Crdxs2, Crcms, Crcmk, 
Crhdr et Cridi codant des enzymes de la voie MEP (étapes précoces de la voie des AIM) ont 
permis de montrer l’expression préférentielle de ces gènes au niveau des cellules du PAPI, 
permettant d’étendre la localisation de la totalité des produits des gènes de la voie MEP dans 
ce tissu (Fig. C1 et C2). 
La même approche d’hybridation d’ARN in situ a permis de montrer une localisation 
au niveau de l’épiderme des produits des gènes Crsgd (Thèse S. Mahroug, 2006), Crlamt et 
Cr16omt impliqués respectivement dans les étapes « intermédiaires » de la voie des AIM et 
dans le début de la voie de la vindoline, en accord avec les premières études de distribution de 
transcrits basées sur l’analyse d’une banque d’EST générées à partir de fractions enrichies en 
épidermes (Murata et al., 2008). Il est à noter cependant que ce type d’approches originales 
employées par l’équipe du Pr. V. De Luca (carbo-abrasion ou microdissection par capture 
laser couplées à des RT-PCR) est certe efficace mais aussi restrictive car ne permettant de 
réaliser l’analyse que sur le(s) tissu(s) prélevé(s) et ces approches ne constituent pas des 
études de localisation in situ à proprement parler ; de plus elles comportent toujours un risque 
(faible mais non nul) de contamination, ce qui justifie l’emploi complémentaire de 
l’hybridation d’ARN in situ pour ce type d’étude. Cette approche nous a ainsi permis de 
compléter les données de localisation cellulaire des étapes « intermédiaires » de la voie des 
AIM et du début de la voie de la vindoline au niveau de l’épiderme.  
Ajoutés aux résultats non publiés d’hybridation d’ARN in situ, issus des travaux de 
Samira Mahroug, qui ont permis de localiser les transcrits de Cr10hgo et Crugt2 (non validés 
fonctionnellement) dans la partie supérieure du parenchyme lacuneux des jeunes feuilles de C. 
roseus, l’ensemble de ces données révèle une compartimentalisation de la voie des AIM 
impliquant au moins trois voire potentiellement quatre types cellulaires distincts dans les 
parties aériennes de la plante (Fig. C1 et C2).  
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Figure C-2: Modèle intégré de compartimentalisation cellulaire et subcellulaire de la voie de biosynthèse 
des alcaloïdes indoliques monoterpéniques (AIM) anti-cancéreux de Catharanthus roseus, précisant le 
patron d'expression tissu–spécifique des gènes clonés dans les organes aériens (à gauche), et la 
compartimentalisation subcellulaire in situ et les interactions des enzymes correspondantes dans des cellules 
indifférenciées transformées par biolistique (à droite). 
Les flèches en traits pleins indiquent des étapes enzymatiques définies, les flèches en traits discontinus indiquent 
que plusieurs étapes enzymatiques interviennent. Les flèches rouges indiquent les transports potentiels 
d’intermédiaires métaboliques au niveau intracellulaire (traits fin) ou intercellulaire (traits gras) 
La localisation des transcrits a été obtenue pour l’essentiel des gènes par hybridation d’ARN in situ dans des 
jeunes feuilles de C. roseus. Les localisations subcellulaires des différentes enzymes de la voie ont été déterminées 
par imagerie GFP sur des cellules de C. roseus transformées par biolistique. Les interactions protéiques ont été 
étudiées par complémentation bimoléculaire de fluorescence (BiFC). Noter le très haut degré de 
compartimentation de cette voie de biosynthèse avec au total 4 tissus distincts (impliquant 3 évènements 
successifs de transport intercellulaires), 7 compartiments subcellulaires différents et 1 « sub »-compartiment 
(plastoglobule) impliquant de très nombreux évènements de transport intracellulaires, potentiellement limitants. 
Noter également la séparation physique entre l’enzyme SGD (contenue dans le noyau sous la forme d’agrégats) et 
son substrat la strictosidine (synthétisée et accumulée dans la vacuole). Les séquences codantes des enzymes 
clonées au sein du laboratoire apparaissent en gras.   
1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase (DXS), 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase homologue 
(DXS2), 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase (DXR), 4-diphospho-cytidyl-2C-méthyl-D-érythritol 
synthase (CMS), 4-diphosphocytidyl-2C-méthyl-D-érythritol kinase (CMK), 2C-méthyl-D-érythritol 2,4-
cyclodiphosphate synthase (MECS), 4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl diphosphate (HMBPP) synthase (HDS), 
HMBPP réductase (HDR), isopentényl diphosphate (IPP) isomérase (IDI), géraniol synthase (GES), géraniol 10-
hydroxylase (CYP76B6) (G10H), 10-hydroxygéraniol oxydo-réductase (10HGO), UDP-glucose-
glycosyltransférase 2 (UGT2), loganic acid methyltransferase (LAMT), sécologanine synthase (CYP72A1) 
(SLS), sous unité α de l’anthranilate synthase (AS), tryptophane décarboxylase (TDC), strictosidine synthase 
(STR), strictosidine β-D-glucosidase  (SGD), tabersonine 16-hydroxylase (CYP71D12) (T16H), 16-
hydroxytabersonine O-méthyltransferase (16OMT), désacétoxyvindoline 4-hydroxylase (D4H), déacétylvindoline 
4-O-acétyl transférase (DAT), péroxydase (PRX1).  
Les patrons d'expression proviennent des références suivantes: DXS, DXR, MECS, G10H (Burlat et al., 2004), 
TDC, STR, D4H, DAT (St-Pierre et al., 1999), SLS (Irmler et al., 2000), SGD (Guirimand et al., 2010b), LAMT 
(Guirimand et al., 2011b), T16H (Murata et al., 2005), 16OMT (Guirimand et al., 2011a) ou de résultats encore 
non publiés issus de la thèse de S. Mahroug (2006).  
Les localisations subcellulaires par imagerie GFP proviennent de cette thèse sauf pour la localisation vacuolaire de 
la péroxydase (PRX1) qui a été montrée par Costa et al. (2008). Les dimères et multimères d’enzymes sont figurés 
par doublement ou multiplication des noms d’enzymes (résulats de BiFC issus de cette thèse). 
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Bien qu’encore insuffisantes pour déterminer la nature exacte des métabolites intermédiaires 
véhiculés, ces nouvelles données de localisation cellulaires nous permettent néanmoins de 
resserrer la gamme des candidats potentiels à un tel transport intercellulaire (Fig. C2). Ainsi 
on peut émettre l’hypothèse qu’un précurseur terpénique situé en aval de G10H et amont de 
LAMT soit véhiculé du PAPI vers l’épiderme (possiblement via le potentiel quatrième type 
cellulaire) et qu’un AIM produit par une réaction enzymatique située en aval de 16OMT et en 
amont de D4H soit à son tour transporté de l’épiderme vers les laticifères/idioblastes. Ces 
événements de transports constituent probablement un élément de régulation clé de la 
biosynthèse des AIM in planta, dont l’élucidation est capitale pour la compréhension fine de 
cette biosynthèse. Pour y parvenir il faudra identifier précisément les molécules véhiculées, 
via l’identification de deux gènes catalysant des étapes successives mais exprimés dans des 
tissus différents. En raison des différences de profils de localisation observés pour les produits 
des gènes HDS ou SLS (Cf Introduction) selon la technique d’analyse utilisée (hybridation 
d’ARN in situ versus immunocytochimie), il sera important de combiner ces deux types 
d’approches (lorsque cela est possible, le facteur limitant étant de disposer d’un anticorps 
spécifique) afin d’affiner au maximum la caractérisation des profils de localisation des 
enzymes. Si à l’heure actuelle la compartimentalisation cellulaire de la voie est bien 
caractérisée chez C. roseus (proportionnellement au nombre de clones caractérisés, 23/34, 
« ~70% »), il reste encore quelques zones d’ombre (compartimentalisation cellulaire de la 
voie MVA, NMT (en cours), synthèse de la catharantine…), ce qui montre la nécessité de 
poursuivre la caractérisation de l’organisation cellulaire de la voie de biosynthèse des AIM in 
planta.  
 
1.2- Cartographie subcellulaire 
A la compartimentalisation multicellulaire précédemment détaillée s’ajoute un second 
niveau de complexité, situé à l’échelle subcellulaire, dont l’étude a été l’objet principal de 
cette thèse. Au total, pas moins de sept compartiments subcellulaires distincts sont impliqués 
dans la voie de biosynthèse des AIM et constituent de fait, indirectement, des acteurs de 
premier plan de cette synthèse principalement mis à jour au cours de ce travail (Fig. C1 et 
C2). 
Contrairement à l’échelle cellulaire, la compartimentalisation de la voie des AIM à 
l’échelle subcellulaire était très faiblement caractérisée. Antérieurement à ce travail de thèse, 
les localisations subcellulaires de seulement quatre enzymes (STR, HDS, TDC et PRX1) et 
dans une moindre mesure SGD, avaient été établies par des approches in situ. En dehors des 
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données précédemment citées, les rares données de localisations subcellulaires de la littérature 
avaient été principalement obtenues par des approches de fragmentation cellulaire ou de 
cytochimie, qui ne constituent pas réellement des approches de localisation in situ. De plus 
ces données ont conduit à l’élaboration de modèles contradictoires de compartimentalisation 
subcellulaire, basés notamment sur des prédictions de localisation (van der Heijden et al., 
2004 ; Facchini et St-Pierre 2005 ; Mahroug et al., 2007). Tout ceci a motivé une réévaluation 
exhaustive des localisations subcellulaires des enzymes de la voie afin de caractériser 
finement l’organisation subcellulaire in situ de la biosynthèse des AIM dans les organes 
aériens de C. roseus et d’identifier les séquences peptidiques nécessaires et suffisantes au 
trafic intracellulaire de chaque enzyme. Tout comme à l’échelle cellulaire, une cartographie 
précise de la distribution des enzymes de la voie à l’échelle subcellulaire pourrait permettre 
d’identifier les étapes de transport intracellulaire potentiellement limitantes et d’envisager le 
développement de stratégies d’optimisation de la biosynthèse des AIM (comme nous le 
verrons dans les perspectives) par des approches d’ingénierie métabolique. 
 
1.2.1- Mise en place d’une approche de localisation subcellulaire par imagerie GFP in vivo 
permettant une étude exhaustive à grande échelle. 
Pour réaliser une telle étude exhaustive des localisations subcellulaire in situ des 
enzymes de la voie de biosynthèse des AIM de C. roseus, nous avons eu recours à une 
approche de localisation subcellulaire par imagerie GFP in vivo. Cette approche est simple à 
mettre en œuvre et relativement peu onéreuse, la rendant propice à une étude exhaustive à 
grande échelle (une trentaine d’enzymes pour la voie des AIM) notamment car elle permet de 
s’affranchir de l’obtention (souvent difficile) d’anticorps spécifiques de chaque enzyme. La 
première phase de ce travail a donc consisté à adapter cette approche d’imagerie GFP in vivo 
à notre modèle d’étude que sont les cellules de C. roseus, de l’étape de transformation des 
cellules par biolistique, jusqu’à l’observation au microscope des patrons de fluorescence 
générés par les protéines de fusion (enzyme-GFP). L’optimisation du protocole de 
transformation transitoire des cellules par biolistique (Chapitre I de la section Résultats et 
discussion) nous a permis d’augmenter d’un facteur 12 le nombre de cellules transformées par 
tapis cellulaire bombardé, comparativement au taux de transformation que permettait 
d’obtenir le protocole en vigueur au laboratoire. Cette optimisation du protocole de 
transformation était un pré-requis important dans notre approche de localisation subcellulaire 
d’enzyme par imagerie GFP in vivo dans la mesure où la validation des patrons de 
fluorescence observés nécessite un grand nombre de répétitions pour être statistiquement 
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significatifs. Lors de cette phase de mise au point de notre approche nous avons également 
établi notre capacité à discriminer et identifier formellement différents compartiments 
subcellulaires, en utilisant aussi bien des colorants (marqueurs non protéiques) que des 
marqueurs protéiques spécifiques fusionnés à différents variants de couleur de la GFP 
(obtenus auprès de la communauté scientifique lorsque cela était possible mais aussi créés 
dans le cadre de cette thèse lorsque cela était nécessaire), en adéquation avec les différents 
cubes de fluorescence dont nous disposions au laboratoire. Enfin, nous avons confirmé la 
validité de notre approche en étudiant la localisation subcellulaire de l’enzyme HDS qui s’est 
avérée en accord avec les données d’immunomarquage précédemment établies (localisation 
dans le stroma des plastes des cellules du PAPI ; Oudin et al., 2007), et qui nous a également 
permis d’observer pour la première fois des stromules émanant des plastes dans les cellules de 
C. roseus. Notre approche de localisation subcellulaire d’enzyme par imagerie GFP in vivo 
dans les cellules indifférenciées de C. roseus transformées par biolistique ayant ainsi été 
validée, nous avons étudié la localisation de G10H, première enzyme de la voie MTSI. Nous 
avons ainsi montré la localisation de l’enzyme G10H au niveau du RE, et la cotransformation 
de cellules à l’aide des constructions HDS-YFP et G10H-GFP a permis de mettre en évidence 
un co-agencement très particulier (contact très étroit) entre le RE cortical et le réseau de 
stromules, à partir duquel il a été émis l’hypothèse d’un rôle de facilitation des échanges 
métaboliques entre plaste et RE. 
Nous avons ensuite étendue notre étude des localisations subcellulaires des enzymes 
de la voie de biosynthèse des AIM par imagerie GFP in vivo en prenant soin à chaque fois de 
générer des protéines de fusion codées par les séquences pleine longueur des ADNc de 
chaque enzyme étudiée, ainsi que d’étudier différents contextes de fusion (N-term, C-term et 
fusion interne) afin d’éviter de potentiels biais d’adressage occasionnés par des phénomènes 
de masquage de séquence d’adressage. Une analyse bioinformatique systématique des 
séquences codantes de chaque enzyme a également été réalisée, et lorsque celle-ci a permis 
d’identifier un (des) motif(s) potentiellement impliqué(s) dans l’adressage de l’enzyme vers 
un compartiment subcellulaire, des expériences de fusion/délétion/mutation ont été réalisées 
afin de confirmer la fonctionnalité de ce(s) motif(s). Enfin, les interactions potentielles entre 
les enzymes de la voie de biosynthèse des AIM ont été étudiées in vivo dans les cellules de C. 
roseus par reconstitution de fluorophore (BiFC), avec en complément dans certains cas, des 
analyses de double hybride chez la levure. 
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1.2.2- Compartimentalisation subcellulaire des enzymes impliquées dans les étapes précoces 
de la voie des AIM (voie MEP) 
L’étude des localisations subcellulaires des enzymes de la voie MEP (étapes précoces 
de la voie des AIM) a permis de montrer une localisation plastidiale de cette voie, avec plus 
particulièrement une séquestration des premières étapes (DXS à DXR) au niveau d’un sous-
ensemble du plaste (sous-compartiment) en continuité avec le réseau thylacoïdal : les 
plastoglobules (Chapitre II de ce manuscrit ; Fig. C1-C2). Le reste de la voie (de CMS à 
HDR) se déroule exclusivement au niveau du stroma (incluant les stromules) des plastes, et 
l’isomérisation de l’IPP en DMAPP assurée par l’enzyme IDI a lieu simultanément dans 3 
compartiments (plaste [stroma/stromules], mitochondrie, et péroxysome) en raison de 
l’existence de deux transcrits de tailles différentes (une forme longue et une forme courte) mis 
en évidence par 5’RACE, comme chez A. thaliana (Phillips et al., 2008b). La forme longue 
d’IDI est simultanément adressée aux plastes [stroma] et aux mitochondries, du fait de la 
présence d’un peptide d’adressage ambigüe en N-term (double-adressage 
plaste/mitochondrie) ; et la forme courte, est quant à elle exclusivement adressée aux 
péroxysomes du fait de la présence d’une séquence d’adressage de type PTS1 à l’extrémité C-
terminale de la protéine (Sapir-Mir et al., 2008). Dans le cadre de notre étude de 
l’organisation subcellulaire de la voie MEP, nous avons également montré par BiFC la 
capacité de chaque enzyme de la voie à former des homo-dimères d’enzymes, en accord avec 
les données de la littérature (pour les orthologues de ces enzymes). 
Ces résultats sont importants sur deux points principaux, (i) le possible lien entre le 
rôle limitant des deux étapes initiales (DXS, DXR) de la voie MEP démontré dans la 
littérature chez d’autres espèces (Estévez et al., 2001 ; Carretero-Paulet et al., 2006) et leur 
séquestration dans les plastoglobules et (ii) l’originalité de C. roseus avec l’existence d’un 
unique gène identifié d’IDI capable de produire des isoformes adressées à trois organelles 
(plaste, mitochondrie pour la forme longue et peroxysome pour la forme courte), alors que ce 
triple adressage nécessite deux gènes chez A. thaliana (Sapir-Mir et al., 2008). 
 
1.2.3- Compartimentalisation subcellulaire des enzymes impliquées dans les étapes 
intermédiaires de la voie des AIM 
L’étude des localisations subcellulaires des enzymes impliquées dans les étapes 
intermédiaires de la voie des AIM a permis de confirmer la localisation vacuolaire de STR 
conformément aux résultats de McKnight et al. (1991), et de préciser que cet adressage se fait 
via la voie de sécrétion classique (Chapitre III de ce manuscrit ; Fig. C1-C2). En combinant 
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les approches d’imagerie GFP et de BiFC nous avons montré de façon inattendue l’adressage 
remarquable de SGD au noyau, et non au réticulum endoplasmique comme l’avait décrit 
Geerlings et al. (2000). Cette localisation nucléaire, assurée par une séquence de type 
« nuclear localisation signal » (NLS) bipartite à l’extrémité C-terminale de l’enzyme, 
s’accompagne de la formation de multimères d’enzymes de très haut poids moléculaire 
permettant d’augmenter la stabilité de l’enzyme. La co-expression au sein des cellules d’un 
même tissu (épiderme) de STR et SGD, séquestrées dans des compartiments différents 
permettrait la mise en place d’un système de défense de la plante contre de potentiels 
agresseurs et constitue l’une des premières caractérisations d’un rôle physiologique des AIM. 
A partir de démonstrations d’activation de la strictosidine obtenues in vitro et des données de 
localisation microscopiques, nous proposons un modèle dans lequel en cas d’attaque par un 
insecte herbivore ou un pathogène nécrophage, la rupture des membranes permettrait la mise 
en contact de SGD et de la strictosidine accumulée dans les vacuoles causant en retour la 
réticulation des protéines végétales ou de l’agresseur sous l’effet du dialdéhyde/aglycone 
hautement réactif. 
Nous avons également démontré la stricte localisation cytosolique de TDC et son 
organisation en homo-dimères dans ce compartiment. De même, nous avons mis en évidence 
la localisation cytosolique de LAMT, et son organisation en homo-dimères qui a pour effet de 
séquestrer cette enzyme dans le cytosol en conditions physiologiques normales. Enfin, nous 
avons montré l’ancrage de SLS au RE en accord avec son appartenance à la famille 
multigénique des CYP450 permettant de renforcer le modèle de compartimentalisation. 
 
1.2.4- Compartimentalisation subcellulaire des enzymes impliquées dans la voie de la 
vindoline 
L’utilisation combinée de l’imagerie GFP et de la technique BiFC a permis de 
confirmer la localisation de la CYP450 T16H au réticulum endoplasmique et d’établir la 
capacité de 16OMT à former des homo-dimères d’enzymes dans le cytosol permettant 
d’empêcher sa diffusion passive dans le noyau (Chapitre IV de ce manuscrit ; Fig. C1-C2). 
Enfin, nous avons montré par la même approche une localisation nucléo-cytosolique de D4H 
et DAT sous forme de monomères, suggérant à nouveau un rôle important du noyau dans les 
étapes de synthèse des AIM comme nous l’avons observé pour SGD. 
 
1.2.5- Transports intracellulaires de métabolites intermédiaires 
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Le haut degré de compartimentalisation subcellulaire de la voie de biosynthèse des 
AIM implique nécessairement plusieurs événements de translocation de métabolites d’un 
compartiment à un autre pour permettre le maintient d’un flux métabolique constant. Comme 
dans le cas des événements de transports intercellulaires, il s’agira d’identifier précisément de 
quel métabolite il s’agit et d’identifier le mécanisme de transport. A titre d’exemple, au 
niveau des étapes précoces de la voie des AIM (qui ont lieu spécifiquement dans les cellules 
du PAPI) la transition MEP/MTSI implique la translocation du géraniol hors du plaste pour 
permettre ensuite sa conversion en 10-hydroxy géraniol par la G10H ancrée à la face externe 
du RE. De même, au niveau des étapes centrales de la voie (épiderme), les résultats obtenus 
permettent de positionner plusieurs systèmes de transports trans-tonoplaste d’intermédiaires 
métaboliques permettant (i) d’alimenter la STR en substrats (transport antérograde de 
tryptamine et de sécologanine) et (ii) de contrôler l’acheminement de son produit réactionnel 
(transport rétrograde de la strictosidine) vers le noyau, où elle sera déglucosylée par le 
complexe multi-mère d’enzyme SGD. 
 
2- Perspectives  
Cette thèse a permis d’améliorer nos connaissances de l’architecture de la voie de 
biosynthèse des AIM de C. roseus et d’établir un premier modèle intégré de la 
compartimentalisation de cette voie à l’échelle cellulaire et subcellulaire. Le but ultime d’une 
telle caractérisation des différents niveaux de compartimentalisation est d’identifier les 
événements de transport d’intermédiaires métaboliques, aussi bien inter- qu’intracellulaire, 
potentiellement limitant afin de les contourner par des approches d’ingénierie métabolique. 
En effet, les différents degrés de compartimentalisation de cette voie de biosynthèse 
(différents organes, différents types cellulaires, différents (sub-)compartiments subcellulaires) 
constituent un élément central de la régulation de la biosynthèse des AIM in planta et sont de 
fait un obstacle majeur à la production d’AIM issus des étapes terminales de la voie de 
biosynthèse, dans des suspensions cellulaires indifférenciées ou partiellement différenciées 
cultivées in vitro. 
 
Pour ce faire, plusieurs approches directes ou indirectes existent et je n’en 
développerai que deux, particulièrement en relation avec notre modèle de 
compartimentalisation. La première approche d’ingénierie métabolique repose sur la 
caractérisation des facteurs de transcription régulant l’expression des gènes codant les 
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enzymes de la voie, et la seconde se situe à l’échelle subcellulaire et consiste à 
délocaliser/relocaliser les enzymes au sein de la cellule. 
 
Dans le cadre de l’approche basée sur l’utilisation des facteurs de transcription, on 
pourra par deux approches directes réguler positivement une ou quelques étapes limitantes 
ciblées en agissant directement sur cette (ces) étape(s), ou réguler positivement une portion 
entière de voie de biosynthèse limitante via un ou des facteur(s) de transcription maître(s) co-
régulant de façon coordonnée une portion ou la totalité de voie métabolique (Gantet et 
Memelink, 2002; Oksman-Caldentey et Inzé, 2004 ; Apuya et al., 2008). Ce type de facteur 
de transcription pourrait en partie expliquer l'expression coordonnée de différents groupes de 
gènes dans des types cellulaires spécifiques donnés (PAPI, épiderme, potentiellement partie 
supérieure du parenchyme lacuneux, et enfin laticifères-idioblastes). Au sein de l’EA2106, ce 
type d’approche est une des pistes qui a été retenue et le Dr. A. Oudin s'intéresse à 
l'identification de promoteurs de gènes exprimés dans les cellules du PAPI afin de caractériser 
certains éléments cis-régulateurs communs et les facteurs trans associés. L'isolement et 
l'analyse des promoteurs des gènes spécifiques de la partie supérieure du parenchyme 
lacuneux s’avéreront potentiellement nécessaire pour compléter cette approche visant à 
réguler de façon positive la voie des monoterpènes à l'aide d'un ou quelques facteurs de 
transcription maîtres, mais avant cela, la caractérisation fonctionnelle des gènes (Cr10hgo et 
Crugt2) co-exprimés dans ce potentiel quatrième type cellulaire devra être réalisée. Il est 
également important de souligner que la poursuite de la caractérisation de l'architecture et de 
la compartimentalisation de la voie de biosynthèse permettra d'identifier de nouveaux outils 
moléculaires potentiellement utiles à l'ingénierie métabolique des cellules. 
 
Enfin, une autre implication de notre modèle de compartimentalisation pour une 
application biotechnologique se situe à l'échelle subcellulaire. L'intérêt de la relocalisation 
d'enzymes présentes naturellement dans des compartiments subcellulaires différents a 
récemment été montré pour l'ingénierie métabolique de terpènes chez le Tabac (Wu et al., 
2006). Il serait par exemple possible d’envisager de délocaliser les enzymes DXS et DXR 
hors des plastoglobules, et de mesurer l’impact d’une telle délocalisation sur la synthèse des 
précurseurs terpéniques des AIM, et par extension sur la synthèse des AIM. Cependant, il n’a 
pas été possible au cours de cette étude d’identifier les séquences peptidiques responsables de 
l’adressage de DXS, DXS2 et DXR aux plastoglobules. De même, nous avons pu mettre en 
évidence une compartimentalisation spécifique des quatre enzymes épidermiques (SLS, TDC, 
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STR, SGD impliquées dans le processus de synthèse (les 3 premières) puis de déglucosylation 
(SGD) de la strictosidine) qui permet selon toute vraisemblance de séparer certaines enzymes 
de leurs substrat afin d'éviter la production trop massive de produit réactionnel toxique tel que 
le dialdéhyde converti spontanément à partir de l'aglycone (produit de la réaction catalysée 
par SGD). Il serait alors plus qu’intéressant d'observer les conséquences d'une relocalisation 
de certaines de ces enzymes sur l'accumulation d'AIM. Pour ce faire, une relocalisation de 
SGD vers la vacuole pourrait être envisagée afin de faciliter la déglucosylation de la 
strictosidine. Deux conditions importantes devraient cependant être réunies pour que cette 
approche fonctionne. Premièrement, il faudrait que le système de transport transmembranaire 
permettant la sortie de la strictosidine de la vacuole soit également capable de prendre en 
charge l'aglycone et/ou le dialdéhyde, et deuxièmement, il faudrait envisager également 
d’utiliser un promoteur inductible afin de limiter les risques d'intoxication de la cellule. Une 
alternative à cette approche consisterait à relocaliser la STR (et la SGD?) dans le cytoplasme 
toujours sous le contrôle d'un promoteur inductible. Dans les deux cas, l'effet de ces 
relocalisations serait également dépendant du fonctionnement des enzymes dans un 
environnement (i.e. pH) différent de celui de leur compartiment d’origine. Enfin, les 
implications écophysiologiques considérées au cours de ce travail montre que les 
conséquences d’une telle délocalisation pourraient conduire à une activation massive de la 
strictosidine et pourrait également avoir des conséquences néfastes pour les cellules. Il 
conviendrait donc de connaître l’étape enzymatique prenant en charge le produit de la 
déglucosylation de la strictosidine et de la sur-exprimer dans de telles lignées cellulaires pour 
éviter/limiter les risques de réticulation massive de protéines. 
 
L’organisation spatiale de la voie de biosynthèse des AIM chez C. roseus apparait 
donc comme particulièrement originale et il est probable qu’elle soit encore loin d’avoir 
révélé toute sa complexité. L’approche menée au cours de ces travaux de thèse illustre bien la 
nécessité de considérer les aspects fondamentaux et écophysiologiques d’une voie de 
biosynthèse lorsque l’on souhaite la manipuler par des approches biotechnologiques. 
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Localisation subcellulaire des enzymes catalysant les étapes 
terminales de la voie du mévalonate (MVA)  
chez Catharanthus roseus 
 
Présentation et synthèse des résultats 
La voie du mévalonate (MVA) constitue la seconde voie de biosynthèse des terpènes 
chez les végétaux. Bien que non incorporés au sein des AIM de C. roseus, l’IPP et le DMAPP 
issus de cette voie ont un rôle régulateur majeur sur cette biosynthèse dans la mesure où ils 
constituent les groupements terpéniques (FPP et GGPP) utilisés au cours des réactions de 
prénylations de protéines qui sont requises à l’expression des gènes codant des enzymes 
catalysant des étapes précoces de la biosynthèse des AIM (Courdavault et al., 2005a). A ce 
titre, la caractérisation de la voie MVA et de son implication dans la régulation de la 
biosynthèse des AIM restent une des thématiques majeures de l’EA2106. A l’échelle 
subcellulaire, il est admis que cette voie se déroule dans le cytosol des cellules végétales. 
Cette localisation, prédites d’après les premiers résultats obtenus chez les animaux, a 
effectivement été confirmée par la mise en évidence de la localisation cytosolique de HGMS 
(Nagegowda et al., 2005) et par la caractérisation de l’ancrage de HMGR au réticulum 
endoplasmique, exposant le site catalytique de l’enzyme vers le cytosol (Leivar et al. 2005 ; 
Merret et al. 2007). Néanmoins, les démonstrations successives des localisations 
péroxysomales d’une isoforme d’AACT et des deux isoformes d’IDI ont largement contribué 
à faire évoluer cette vision des choses (Reumann et al., 2007 ; Sapir-Mir et al., 2008). Dans ce 
contexte, la poursuite de la caractérisation des localisations subcellulaires des enzymes de la 
voie MVA paraît plus que jamais d’actualité. A ce  titre, dans le cadre d’une collaboration 
interne avec les Dr. Clastre et Simkin et le Pr. Giglioli-Guivarc’h, la localisation subcellulaire 
des enzymes MVK, PMK et MVD a été réalisée durant ce travail et à mis en évidence de 
façon intéressante la localisation péroxysomale de PMK et MVD, amenant de fait la ré-
évaluation du modèle admis de compartimentalisation de la voie MVA. Ces travaux ont fait 
l’objet d’une publication dans la revue Planta actuellement sous presse, présentée en annexe 
de ce manuscrit.  
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 Abstract 
In plants, the mevalonic acid (MVA) pathway provides precursors for the formation of 
triterpenes, sesquiterpenes, phytosterols, and primary metabolites important for cell integrity.  
Here, we have cloned the cDNA encoding enzymes catalysing the final three steps of the 
MVA pathway from Madagascar periwinkle (Catharanthus roseus), mevalonate kinase 
(MVK), 5-phosphomevalonate kinase (PMK) and mevalonate 5-diphosphate decarboxylase 
(MVD). These cDNA were shown to functionally complement MVA pathway deletion 
mutants in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Transient transformations of C. roseus cells 
with Yellow Fluorescent Protein (YFP)-fused constructs reveal that PMK and MVD are 
localised to the peroxisomes, while MVK was cytosolic. These compartmentalisation results 
were confirmed using the Arabidopsis thaliana MVK, PMK and MVD sequences fused to 
YFP. Based on these observations and the arguments raised here we conclude that the final 
steps of the plant MVA pathway are localised to the peroxisome.  
 
 
Keywords mevalonic acid pathway - isoprenoid - peroxisome - Catharanthus roseus – 
Arabidopsis thaliana  
 
Abbreviations 
AACT, Acetoacetyl-CoA thiolase; FOA, 5-fluoroorotic acid; HMGR, 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase; HMGS, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase; IDI, 
Isopentenyl diphosphate isomerase; MVA, Mevalonic acid; MVD, Mevalonate 5-diphosphate 
decarboxylase; MVK, Mevalonate kinase; PMK, 5-phosphomevalonate kinase; PTS, 
Peroxisomal targeting signal; YFP, Yellow fluorescent protein 
 
 
Annexe
Thèse de Doctorat G. Guirimand 270
 Introduction 
 
Isoprenoids constitute the largest classes of 
natural products, with over 22 000 different 
compounds identified. In higher plants, isoprenoids 
carry out numerous essential roles in plant 
developmental processes including respiration, 
photosynthesis, growth, reproduction and 
adaptation to environmental challenges as well as 
being involved in plant defence (Bouvier et al. 
2005; Gershenzon and Dudareva 2007). 
Isoprenoids are derived from a common C5 
precursor, isopentenyl diphosphate (IPP) and its 
allylic isomer dimethylallyl diphosphate (DMAPP). 
Two separate IPP-forming pathways are known to 
co-exist in plants.  The 2-C-methyl-D-erythritol 4-
phosphate (MEP) pathway that provides the 
precursors for the synthesis of monoterpenes, 
carotenoids, apocarotenoids and the side chain of 
chlorophylls, tocopherols and prenylquinones and 
the mevalonic acid (MVA) pathway that provides 
precursors for the formation of triterpenes, 
sesquiterpenes, phytosterols, ubiquinone, vitamin 
D, and primary metabolites important for cell 
integrity (Bouvier et al. 2005; Rodriguez-
Concepcion and Boronat 2002). However, the 
relative contributions of each pathway to the 
biosynthesis of these various compounds has yet to 
be determined since cross-talk between these two 
IPP-forming pathways has been documented 
(Hemmerlin et al. 2003; Rodriguez-Concepcion 
2006). Such exchanges involve tightly regulated 
transports across intracellular membranes due to the 
subcellular compartmentalisation of both 
biosynthetic pathways. The MEP pathway enzymes 
have been entirely localised within plastids (Hsieh 
et al. 2008) however the current state of knowledge 
concerning the localisation of the enzymes of the 
MVA pathway remains unclear, even though 
numerous studies have attempted to address the 
issue, especially in mammalian systems. 
The MVA pathway produces IPP through 
a series of six enzymatic reactions (Bouvier et al. 
2005) beginning with the condensation of two 
molecules of acetyl-CoA to produce acetoacetyl-
CoA, a reaction catalysed by acetoacetyl-CoA 
thiolase (AACT; EC 2.3.1.9). An additional 
condensation of acetyl-CoA catalysed by the 
hydroxy-3-methylglutaryl (HMG)-CoA synthase 
(HMGS; EC 2.3.3.10) allows the formation of 
HMG-CoA that is subsequently reduced by the 
HMG-CoA reductase (HMGR; EC 1.1.1.34) to 
generate mevalonate. Mevalonate then undergoes 
two successive phosphorylation steps catalysed by 
mevalonate kinase (MVK; EC 2.7.1.36) and 5-
phosphomevalonate kinase (PMK; EC 2.7.4.2) to 
form mevalonate diphosphate. The final step in the 
MVA pathway is the decarboxylation of 
mevalonate diphosphate by mevalonate 5-
diphosphate decarboxylase (MVD; EC 4.1.1.33) 
which yields IPP.  IPP undergoes a reversible 
isomerisation step catalysed by the IPP isomerase 
(IDI; EC 5.3.3.2) which leads to the generation of 
DMAPP thus allowing the biogenesis of terpenoid 
compounds via IPP/DMAPP condensations 
(Dewick 2002). Fig.1 shows an overview of the 
MVA pathway and the related farnesyl diphosphate 
synthase (FPS) leading to the formation of C15 
farnesyl diphosphate, which is the precursor of 
sterols and sesquiterpenes.  
For a long time, the MVA pathway has 
been considered to be a cytoplasmic pathway due to 
the localisation of HMGS in the cytoplasm 
(Nagegowda et al. 2005) and the anchoring of 
HMGR to the endoplasmic reticulum (ER), 
exposing the protein towards the cytosol (Campos 
and Boronat 1995). However, recent studies opened 
new perspectives on the subcellular distribution of 
the MVA pathway (Reumann et al. 2007; Sapir-Mir 
et al. 2008).  
Proteome analysis of Arabidopsis thaliana 
leaf peroxisomes identified AACT as a peroxisomal 
protein (Reumann et al. 2007). The involvement of 
peroxisomes in IPP biosynthesis was also 
reinforced by the work on the localisation of the 
two Arabidopsis IDI enzymes. The two IDI genes 
are transcribed each as long and short isoforms. The 
long versions of protein products are targeted to 
chloroplasts/mitochondria whereas the short 
versions, lacking the N-targeting signal, are 
localised to peroxisomes in agreement with the 
presence of a peroxisomal targeting signal (PTS) 
type 1 at their terminal end (Sapir-Mir et al. 2008). 
Two types of PTS (PTS1 and PTS2) mediate the 
peroxisome import of proteins by the PTS1 receptor 
PEX5 and the PTS2 receptor PEX7 (Kaur et al. 
2009). PTS1 is a C-terminal tripeptide with the 
consensus sequence (S/C/A)(K/R/H)(L/M) and 
PTS2 is a nonapeptide located internally or near the 
N-terminus, and having the usual consensus 
sequence (R/K)(L/V/I)X5(H/Q)(L/A/F) (Petriv et al. 
2004).  
In addition to the characterisation of the 
IDI enzyme localisation, Sapir-Mir et al. (2008) 
identified PTS2-related nonapeptides in 
Arabidopsis HMGS, MVK and MVD. Based on 
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Fig. 1 Overview of the MVA pathway leading to sesquiterpenes and sterols. The scheme proposes new view of 
the subcellular localisation of the MVA pathway according to all the data that have been experimentally validated 
for the peroxisomal localisation of the enzymes. AACT: acetoacetyl-CoA thiolase; FPS: farnesyl diphosphate 
synthase; HMGS: hydroxymethylglutaryl-CoA synthase; HMGR: hydroxymethylglutaryl-CoA reductase; MVK: 
mevalonate kinase; PMK: 5-phosphomevalonate kinase; MVD: mevalonate 5-diphosphate decarboxylase. IDI: 
isopentenyl diphosphate isomerase.  
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 these observations, the authors proposed a new 
model for the compartmentalisation of the plant 
MVA pathway in which all the enzymes, except for 
HMGR bound to the endoplasmic reticulum 
membrane, are localised to the peroxisomes. But 
until now, to the best of our knowledge, there is no 
experimental data directly showing the localisation 
of the final steps of the MVA pathway in plants. 
Moreover, several studies have shown that the early 
steps in the isoprenoid/cholesterol pathway occur in 
peroxisomes of mammalian cells although 
conflicting results have been obtained for the 
enzymes MVK, PMK and MVD including 
cytoplasmic localisation (Hogenboom et al. 2004a, 
2004b, 2004c) as well as peroxisomal targeting 
(Olivier et al. 1999, 2000). In 2007, the group of 
Krisans issued a clarification of their results which 
confirms previous data showing peroxisomal 
localisation of several mammalian enzymes of the 
MVA pathway (Kovacs et al. 2007).  
To clarify the situation in plant cells, we 
have studied the subcellular distribution of three 
enzymes of the MVA pathway in the medicinal 
plant Madagascar periwinkle (Catharanthus roseus) 
widely used to study the architecture of the 
isoprenoid biosynthetic pathways leading to the 
formation of monoterpenoid indole alkaloids 
(Hedhili et al. 2007; Oudin et al. 2007), some of 
which are well known for their pharmacological 
potential (van der Heijden et al. 2004). This paper 
reports on the cloning, functional characterization 
in yeast and subcellular localisation of the C. roseus 
MVK, PMK and MVD in periwinkle cells. 
Furthermore, subcellular localisations of the three 
enzymes were confirmed by studies using the 
corresponding orthologs from A. thaliana. 
 
Materials and Methods 
 
Reverse transcription and cloning of cDNA 
sequences from the MVA pathway 
 
Total RNA was extracted from C. roseus 
and A. thaliana leaf samples using the 
NucleoSpin® RNA Plant Kit (Macherey-Nagel, 
France). The cDNAs were synthesized from total 
RNA using the oligo-dT primer AP according to the 
protocol in the Superscript II Reverse Transcriptase 
kit (Invitrogen, France). A detailed description of 
the MVA pathway cDNA sequences isolation is 
provided online as supplementary methods and the 
primers used in the protocol are described in 
supplementary Table S1. Database searches for 
similar protein sequences were performed by using 
NCBI's BLAST network service. Protein sequence 
alignment was performed using ClustalW from the 
Mac Vector program (Oxford Molecular Ltd, UK). 
The full-length coding sequences of the C. roseus 
MVK, PMK and MVD cDNAs have been deposited 
at NCBI under Genbank accession numbers: 
HM462019 (CrMVK), HM462020 (CrPMK) and 
HM462021 (CrMVD).  
 
Generation of constructs for subcellular 
localisation studies 
 
MVK, PMK and MVD were cloned from 
either C. roseus or A. thaliana RT-generated 
cDNAs using primers described in supplementary 
Table S2. Pfu PCR products were digested with 
NheI, and cloned into the SpeI site of vector pSCA-
cassette YFPi to make YFP::cDNA fusions or 
cloned into the NheI site of the same vector to make 
cDNA::YFP fusions (Guirimand et al. 2009).  
 
Biolistic transformation of C. roseus suspension 
cells and YFP imaging 
 
Transient transformation of C. roseus cells 
by particle bombardment and YFP imaging were 
performed following the procedures described by 
Guirimand et al. (2009, 2010). Briefly, C. roseus 
cells plated onto solid culture medium were 
bombarded with gold DNA coated particles (1 µm) 
and 1,100 psi rupture disk at a stopping-screen-to-
target distance of 6 cm, using the Bio-Rad 
PDS1000/He system. Cells were cultivated during 
15 h to 48 h and the protein subcellular localisation 
was determined using an Olympus BX-51 
epifluorescence microscope equipped with an 
Olympus DP-71 digital camera. The pattern of 
localisation presented in this work is representative 
of circa 100 observed cells. Two organelle markers 
were used for co-transformation studies: the 
“peroxisome”-CFP (CD3-977) marker obtained 
from the ABRC (http://arabidopsis.org) and the 
CFP-GUS cytoplasmic marker described in 
Guirimand et al. (2010). The “peroxisome”-CFP 
marker has been obtained by addition of a PTS1 
(SKL) at the C-termini of CFP, allowing in turn an 
efficient peroxisomal targeting (Nelson et al. 2007).   
 
Generation of constructs for yeast complementation 
assays 
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 The full-length coding sequences of the 
periwinkle MVK, PMK and MVD cDNAs were 
recovered by RT-PCR. The cDNAs were amplified 
with PfuTurbo DNA polymerase (Stratagene, 
France) and the primers shown in supplementary 
Table S2. 
A cDNA of 1164 bp was recovered by 
PCR using the pair of primers MVKf and MVKr. 
The resulting amplicon was digested with HindIII 
and XbaI and cloned into the corresponding 
restriction sites of plasmid pYES2 (Invitrogen, 
France) to make the plasmid pYES2-CrMVK.  
PCR with primers PMKf and PMKr 
generated the 1580 bp amplicon of periwinkle PMK 
which was digested with SacI and BamHI and 
cloned into the corresponding restriction sites of 
plasmid pYES2 to make the plasmid pYES2-
CrPMK.  
The 1260 bp fragment of periwinkle MVD 
was recovered by PCR using primers MVDf and 
MVDr. The amplicon was digested with HindIII 
and XbaI and cloned into the corresponding 
restriction sites of plasmid pYES2 to make the 
plasmid pYES2-CrMVD. 
 
Yeast complementation assays 
 
 Yeast Magic Marker strains were 
obtained from Thermo Scientific ABgene (Epsom, 
UK). All strains used in this study are listed in 
supplementary Table S3. Yeast transformation was 
performed as follow. The equivalent of ten yeast 
colonies from YMR208W, YMR220W and 
YNR043W heterozygous diploid strains were 
recovered with a pipette tips from a 24 h-grown 
YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose, 
2% agar) plate and suspended in 100 µL PALD (45 
% polyethylene glycol 4000, 100 mM lithium 
acetate, 50 mM DTT). Plasmid DNA (1-10 µg in 1-
10 µL of sterile water) was added and mixed 
vigorously. After heat-shock (30 min, 42°C), cells 
were directly plated on YCS selective medium 
(0.67% Yeast Nitrogen Base with ammonium 
sulphate and without amino acids; 0.08% SC-Ura; 
2% dextrose; 2% agar) and incubated at 30°C for 3 
days. Plasmid-transformed heterozygous diploid 
strains [Sc (erg12Δ/ERG12) + pYES2-CrMVK; Sc 
(erg8Δ/ERG8) + pYES2-CrPMK and Sc 
(mvd1Δ/MVD1) + pYES2-CrMVD] were allowed to 
sporulate by plating 109 cells onto ACK medium 
(1% potassium acetate, 0.25% yeast extract, 2% 
agar) at 28°C for 7 days. Haploid transformed cells 
harbouring both the disrupted allele and the 
plasmid-borne C. roseus MVA cDNA [Sc (erg12Δ) 
+ pYES2-CrMVK; Sc (erg8Δ) + pYES2-CrPMK 
and Sc (mvd1Δ) + pYES2-CrMVD] were selected 
by plating the sporulated culture of heterozygous 
diploid pools on a modified galactose-containing 
magic medium (2% galactose, 0,67% Yeast 
Nitrogen Base with ammonium sulphate and 
without amino acids, 0.06% SC-Leu-His-Arg-Ura 
drop out mix, 200 µg/mL G418, 60 µg/mL 
canavanine, 2% agar) (Pan et al. 2004) and 
incubated at 30°C for 3 days. Haploid transformant 
cells harbouring both wild-type allele and the 
plasmid-borne C. roseus MVA cDNA [Sc (ERG12) 
+ pYES2-CrMVK; Sc (ERG8) + pYES2-CrPMK 
and Sc (MVD1) + pYES2-CrMVD] were selected 
by plating the sporulated culture of heterozygous 
diploid pools on a modified dextrose-containing 
magic medium (2% dextrose, 0.67% Yeast 
Nitrogen Base with ammonium sulphate and 
without amino acids, 0.06% SC-Leu-His-Arg-Ura 
drop out mix, 60 µg/mL canavanine, 2% agar) and 
incubated at 30°C for 3 days. The functional 
complementation was triggered by spotting 5 µl 
drops (104 cells) of each haploid transformant on 
YPD or YPG (1% yeast extract, 2% peptone, 2% 
galactose, 2% agar) and incubated at 30°C for 2 
days. Plasmid loss ability was analyzed by spotting 
5 µl drops (104 cells) of each haploid transformant 
on 5-fluoroorotic acid (FOA) –containing plates 
(0.67% Yeast Nitrogen Base with ammonium 
sulphate and without amino acids; 0.08% SC-Ura; 
2% galactose; 1 mg/mL FOA, 50 µg/mL uracil, 2% 
agar) and incubated at 30°C for 2 days. 
 
Results 
 
Isolation and identification of MVA pathway 
cDNAs from C. roseus 
 
Until now, the C. roseus cDNA sequences 
encoding MVK, PMK and MVD have not been 
isolated and characterised. Thus, partial cDNA 
encoding MVA pathway candidate genes were 
isolated from C. roseus cDNA using degenerate 
primers as described in supplementary methods. 
The sequences of the 5’ and 3’ extremities were 
determined by 3’RACE-PCR and GenomeWalker. 
The full-length cDNA sequences were named 
CrMVK (Catharanthus roseus mevalonate kinase), 
CrPMK (Catharanthus roseus 
5’phosphomevalonate kinase) and CrMVD 
(Catharanthus roseus mevalonate 5-diphosphate 
decarboxylase).   
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Table 1 Sequences of the putative PTS2 motifs within MVK, PMK and MVD  
 
Protein Organism 
Accession 
numbera 
PTS2-related 
nonapeptide 
Positionsb Localisation References 
MVK 
C. roseus HM462019 (Gb) KIILAGEHA 10-18 Cytosol This study 
A. thaliana At5g27450 (AGI) KIILAGEHA 10-18 Cytosol This study 
S. cerevisiae NP_013935 (GP) KVIIFGEHS 12-20 ndc - 
R. norvegicus NP_112325 (GP) KVILHGEHA 13-21 Peroxisome Kovacs et al. 2007
PMK 
C. roseus HM462020 (Gb) DVKLTSPQM 57-65 Peroxisome This study 
A. thaliana At1g31910 (AGI) DVKLTSPQL 57-65 Peroxisome This study 
S. cerevisiae NP_013947 (GP) KDGEWLYHI 63-71 nd - 
H. sapiens AAH07694 (GP) no PTS2d - Peroxisome Kovacs et al. 2007
MVD 
C. roseus HM462021 (Gb) SVTLDPAHL 42-50 Peroxisome This study 
A. thaliana 
At2g38700 (AGI)
At3g54250 (AGI)
SVTLDPDHL
SVTLDPDHL
40-48 
40-48 
Peroxisome 
nd 
This study 
- 
S. cerevisiae NP_014441 (GP) SISVTLSQD 34-42 nd - 
R. norvegicus AAH81784 (GP) SVTLHQDQL 41-49 Peroxisome Olivier et al. 2000
Consensus PTS2 (R/K) (L/V/I) X5 (H/Q) (L/A) Petriv et al. 2004
 
a Accession number from Genbank (Gb),  GenPept (GP) or Arabidopsis Genome Initiative (AGI). b Indicate the 
position of the putative PTS2 motif in the amino acid sequence of the protein. c nd: not determined. d The  human 
PMK contains a PTS1 motif and is nonorthologous to plant PMK enzymes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 Yeast complementation assay. Drops containing 104 cells from haploid transformant strains harbouring both 
wild-type allele and the plasmid-borne C. roseus cDNA [Sc (ERG12) + pYES2-CrMVK; Sc (ERG8) + pYES2-
CrPMK and Sc (MVD1) + pYES2-CrMVD] and from haploid transformed strains harbouring both the disrupted 
allele and the plasmid-borne C. roseus cDNA [Sc (erg12Δ) + pYES2-CrMVK; Sc (erg8Δ) + pYES2-CrPMK and 
Sc (mvd1Δ) + pYES2-CrMVD] were spotted onto YPG, YPD or FOA-containing (+FOA) plates. YPG contains 
galactose necessary for the induction of the C. roseus enzymes. Each plate was incubated for 1 day at 30°C and 
photographed.   
Annexe
Thèse de Doctorat G. Guirimand 275
 The CrMVK cDNA encoded a protein of 
387 amino acids in length with a calculated mass of 
41,0 kDa. CrMVK possesses strong similarity with 
MVKs from dicotyledons such as Hevea 
brasiliensis (77% identity) and A. thaliana (67% 
identity). The similarity with MVKs from 
monocotyledons such as Oryza sativa and Zea mays 
is lower, 59% and 56% identity respectively. 
Furthermore, CrMVK possesses 47% identity with 
the ortholog present in the moss Physcomitrella 
patens subsp. and 27% identity with the yeast (S. 
cerevisiae) MVK and 37% identity with the human 
(Homo sapiens) and rat (Rattus norvegicus) MVK. 
The CrPMK cDNA encoded a protein of 
498 amino acids in length with a calculated mass of 
53,9 kDa. As with CrMVK, CrPMK possesses 
strong similarity with orthologs from H. 
brasiliensis (74% identity) and A. thaliana (72% 
identity). The protein also shows lower similarity 
with orthologs from maize (63% identity), rice 
(65% identity), P. patens (51% identity) and from 
S. cerevisiae (28% identity). However, plant PMKs 
are very different from mammalian PMKs and can 
not be considered orthologs. 
The CrMVD cDNA encoded a protein of 
421 amino acids in length with a calculated mass of 
46,6 kDa. In plants several isoforms of MVD 
exists, including two in A. thaliana. CrMVD has 
80% identity with AtMVD2 (AT3g54250) and 77% 
identity with AtMVD1 (AT2g38700). CrMVD has 
strong similarity with orthologs from H. 
brasiliensis (83% identity), maize (74% identity), 
rice (73% identity) and P. patens (63% identity). 
Finally, lower similarities are observed with yeast 
MVD (46% identity with the ortholog from S. 
cerevisiae) and the mammalian MVD (47% identity 
with the ortholog from human and rat).   
The similarity of the deduced amino acid 
sequence of the three identified cDNAs with the 
amino acid sequences from the plant orthologs of 
the MVA pathway can be seen in supplementary 
Fig. S1, S2 and S3.  
 
Functional complementation of MVA pathway 
cDNAs from C. roseus in yeast 
 
 Yeast complementation method was 
previously used to characterise several cDNAs from 
the mevalonate pathway. Firstly, Riou et al. (1994) 
functionally characterized MVK from A. thaliana 
and Cordier et al. (1999) characterized the A. 
thaliana AtMVD1. More recently, the same 
technique was used to functionally characterize 
AACT, HMGS and PMK from H. brasiliensis 
(Sando et al. 2008).  
It is now well characterised that, in the yeast 
S. cerevisiae, the MVA pathway remains the unique 
source of the IPP precursor for the biosynthesis of 
ergosterol, an essential fungal terpenoid. Gene 
disruption of enzymes involved in MVA branch is 
thus lethal in yeast. As a consequence, a 
complementation assay was performed using a 
haploid strain lacking a single allele of each target 
gene to validate the function of the cloned C. roseus 
cDNAs. In this study, we used the full-length 
coding sequences of CrMVK, CrPMK and CrMVD. 
It remains unknown at this time if the enzymes of 
the MVA pathway in yeast are peroxisomal. 
However, it should be noted that the MVK, PMK 
and MVD of S. cerevisiae contain PTS2-related 
nonapeptides (Table 1).  
Diploid heterozygous S. cerevisiae 
colonies carrying MVA-plasmids or empty-vector-
pYES2 were plated onto sporulation medium and 
haploid colonies were recovered. No haploid cells 
harbouring both the disrupted allele and the empty 
control plasmid pYES2 were obtained suggesting 
that the empty pYES2 is unable to complement the 
Saccharomyces erg12Δ (mvk), erg8Δ (pmk) or 
mvd1Δ (mvd) disrupted alleles. 
A yeast strain carrying both erg12Δ (mvk) 
disrupted allele and the plasmid pYES2-CrMVK 
[Sc (erg12Δ) + pYES2-CrMVK] could grow on 
YPG (galactose-containing medium) expression 
medium but not on the non-expression medium 
YPD (dextrose-containing medium) (Fig. 2). This 
indicated the CrMVK had mevalonate kinase 
activity and could complement the erg12Δ (mvk) 
disrupted allele.   
The activities of CrPMK and CrMVD 
were determined in the same way. A yeast strain 
carrying both erg8Δ (pmk) disrupted allele and 
plasmid pYES2-CrPMK [Sc (erg8Δ) + pYES2-
CrPMK] and a yeast strain carrying both mvd1Δ 
(mvd) disrupted allele and plasmid pYES2-CrMVD 
[Sc (mvd1Δ) + pYES2-CrMVD] could grow on 
YPG medium but not on YPD medium (Fig. 2) 
showing that these two C. roseus cDNAs were able 
to complement their respective S. cerevisiae alleles. 
Moreover, all haploid transformed strains 
harbouring both a wild-type allele and the plasmid-
borne C. roseus cDNA [Sc (ERG12) + pYES2-
CrMVK; Sc (ERG8) + pYES2-CrPMK and Sc 
(MVD1) + pYES2-CrMVD] were able to grow on 
both YPG and YPD medium (Fig. 2). 
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Fig. 3 Subcellular localisation of mevalonate kinase. C. roseus cells were transiently co-transformed with 
plasmids expressing either CrMVK-YFP (a), YFP-CrMVK (e), AtMVK-YFP (i) or YFP-AtMVK (m) and the 
cytosol CFP-GUS marker (b, f, j, n). Co-localization of two fluorescence signals appeared in white (c, g, k, o) 
when merging two individual (green/magenta) false colour images. The morphology (d, h, l, p) is observed with 
differential interference contrast (DIC). Bars 10 µm 
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  Finally, haploid transformed cells were 
plated onto FOA-containing medium to test the 
ability of each strain to lose their plasmid. None of 
the haploid disrupted strains harbouring the 
plasmid-borne C. roseus cDNA [Sc (erg12Δ) + 
pYES2-CrMVK; Sc (erg8Δ) + pYES2-CrPMK and 
Sc (mvd1Δ) + pYES2-CrMVD] could grow on a 
FOA-containing medium, confirming that these 
strains were not able to lose their plasmid (Fig. 2). 
In contrast all haploid transformed strains 
harbouring both a wild-type allele and the plasmid-
borne C. roseus cDNA [Sc (ERG12) + pYES2-
CrMVK; Sc (ERG8) + pYES2-CrPMK and Sc 
(MVD1) + pYES2-CrMVD] were able to grow on 
FOA containing medium (presence of a wild-type 
Saccharomyces allele) confirming that they were 
able to lose their plasmid. All these results clearly 
indicate that CrMVK, CrPMK and CrMVD display 
MVK, PMK and MVD activity, respectively.  
 
Mevalonate kinase is a cytosolic enzyme 
 
The deduced amino acid sequences of 
CrMVK and AtMVK (A. thaliana MVK) were 
analysed for the existence of PTS1 and PTS2 
motifs. The N-terminus of CrMVK and of AtMVK 
was shown to contain the sequence KIILAGEHA 
which conforms to the PTS2 consensus sequence 
(R/K)(L/V/I)X5(H/Q)(L/A) (Table 1). CrMVK and 
AtMVK were cloned into pSCA-cassette YFPi 
vector to create MVK-YFP and YFP-MVK 
contructs. In vivo localisation of CrMVK and 
AtMVK was determined through a biolistic-
mediated transient expression of YFP-fused protein 
in C. roseus cells according to Guirimand et al. 
(2009). In transiently transformed cells, CrMVK-
YFP and YFP-CrMVK showed a diffuse pattern of 
fluorescence coinciding perfectly with the 
fluorescence signal of the cytoplasmic CFP-GUS 
marker (Fig. 3a-c and Fig. 3e-g, respectively) 
arguing thus for a cytoplasmic localisation. 
Similarly, AtMVK-YFP and YFP-AtMVK were 
also exclusively localised in the cytoplasm (Fig. 3i-
k and Fig. 3m-o, respectively). 
 
5-phosphomevalonate kinase and mevalonate 5-
diphosphate decarboxylase are targeted to the 
peroxisome 
 
It has previously been postulated that the 
human PMK is predominantly localised in the 
peroxisome (Olivier et al. 1999). This peroxisomal 
targeting is dependent on the presence of a PTS1 
located at the C-terminal end of mammalian PMKs.  
On the contrary, no such PTS1 could be found 
within the amino acid sequences of CrPMK or 
AtPMK (A. thaliana PMK) as well as no PTS2 
consensus sequences. However, the PTS2-related 
nonapeptide DVK(L/V)TSPQ(L/M) was identified 
in several plant PMKs including CrPMK and 
AtPMK (Table 1 and supplementary Fig. S2), 
although its role in peroxisomal targeting has yet to 
be determined. This prompted us to engage the 
study of the subcellular localisation of both CrPMK 
and AtPMK. In C. roseus cells, the YFP-CrPMK 
fusion protein showed a diffuse pattern of 
fluorescence characteristic of the cytosol as 
revealed by the merging with the fluorescence 
signal of the CFP-GUS cytoplasmic marker (Fig. 
4a-c).  
However, in the opposite orientation, 
leaving the CrPMK N-terminal end accessible, 
CrPMK-YFP displayed a punctuated fluorescence 
pattern, which perfectly co-localised with the 
fluorescence pattern of the peroxisomal marker 
(Fig. 4e-g). Peroxisomes appear as round or 
elongated particles distributed randomly in the 
cytoplasm (Schrader and Fahimi 2008). The 
peroxisomal localisation of CrPMK was confirmed 
using AtPMK-YFP which was also shown to co-
localise with the peroxisomal marker (Fig. 4i-k). 
These results indicate that the CrPMK and AtPMK 
proteins contain a putative PTS2 that could mediate 
their targeting to peroxisomes.  
The N-terminal end of numerous plant 
MVDs also contains a PTS2-related nonapeptide 
(SVTLDPXHL), which can be found in CrMVD 
and in the two A. thaliana MVD isoforms AtMVD1 
(At2g38700) and AtMVD2 (At3g54250) (Table 1 
and supplementary Fig. S3). This nine amino-acid 
sequence is similar to the amino-acid motif 
SVTLHQDQL previously identified in the 
mammalian MVD and required to target the protein 
to peroxisomes (Olivier et al. 2000). As a 
consequence, we have also investigated the 
subcellular localisation of CrMVD and AtMVD1 in 
C. roseus cells.  The fusion protein engaging the N-
terminal end of MVD displayed a cytoplasmic 
fluorescence signal (Fig. 5a-c) whilst the fusion 
proteins CrMVD-YFP and AtMVD-YFP which 
leave the N-terminal extremity accessible showed a 
punctuate fluorescence distribution superimposable 
over that of the peroxisomal marker (Fig. 5e-g and 
Fig. 5i-k, respectively). These results reveal that 
CrMVD and AtMVD1 are also targeted to 
peroxisomes. 
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Fig. 4 Subcellular localisation of 5-phosphomevalonate kinase. C. roseus cells were transiently co-transformed 
with plasmid expressing either YFP-CrPMK (a), CrPMK-YFP (e) or AtPMK-YFP (i) and the cytosol CFP-GUS 
marker (b) or the peroxisomal marker CD3-977 (f, j). Co-localization of two fluorescence signals appeared in 
white (c, g, k) when merging two individual (green/magenta) false colour images. The morphology (d, h, l) is 
observed with differential interference contrast (DIC). Bars 10 µm 
 
 
Fig. 5 Subcellular localisation of mevalonate 5-diphosphate decarboxylase. C. roseus cells were transiently co-
transformed with plasmid expressing either YFP-CrMVD (a), CrMVD-YFP (e) or AtMVD-YFP (i) and the 
cytosol CFP-GUS marker (b) or the peroxisomal marker CD3-977 (f, j). Co-localization of two fluorescence 
signals appeared in white (c, g, k) when merging two individual (green/magenta) false colour images. The 
morphology (d, h, l) is observed with differential interference contrast (DIC). Bars 10 µm 
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 It should be noted that a diffuse pattern of 
fluorescence is also apparent in Fig. 4e,i and Fig. 
5e,i, suggesting that a portion of the PMK-YFP and 
MVD-YFP fusion proteins remained in the cytosol. 
Similar observations could be made for the 
localisation of the short version of the Arabidopsis 
IDI2 enzyme since transfected tobacco protoplasts 
display a strong punctuate peroxisomal pattern and 
a weakly diffuse pattern, that could be associated 
with the cytoplasm (Sapir-Mir et al. 2008). 
 
Discussion 
 
In this work, we have isolated and 
functionnally characterized three C. roseus cDNAs 
encoding enzymes of the final steps of the MVA 
pathway prior to engage the analysis of their 
compartmentalisation within the cell. Such studies 
constitute the first report of the subcellular 
localisation of the plant MVA pathway enzymes 
MVK, PMK and MVD. Our results clearly show 
that MVK is a cytosolic enzyme whereas PMK and 
MVD are located in the peroxisome. 
For these last two enzymes, these data are 
in agreement with previous reports showing the 
localisation of the mammalian orthologous 
enzymes in the peroxisomes (Olivier et al. 2000; 
Kovacs et al. 2007).  They are also in agreement 
with part of the plant MVA pathway 
compartmentalisation model proposed by Sapir-Mir 
et al. (2008) and based on bioinformatic analyses 
suggesting the existence of PTS signals in MVA 
pathway enzymes. Proteins can be addressed to the 
peroxisomes by several mechanisms (Wolf et al. 
2010). The majority of them posses a PTS motif. 
Proteins containing a PTS1 motif at the C-terminal 
are imported via the PEX5 receptor. Those 
possessing a PTS2 motif in the N-terminal region 
are imported via the receptor PEX7.  
Based on subcellular experiments, PTS2 
consensus sequences are regularly redefined, 
rendering their identification more difficult (Petriv 
et al. 2004; Reumann et al. 2004, 2009). In the 
present study, the first invariant residue (R or K) of 
the PTS2 motif defined by Petriv et al (2004) is 
altered in the PTS2-related nonapeptides identified 
in the peroxisomal PMK (first residue: D) and 
MVD (first residue: S) from C. roseus and A. 
thaliana (Table 1). However, it has been shown that 
the first invariant residue can be S since the 
nonapeptide SVX5QL was clearly identified as a 
PTS2 motif which utilizes the PTS2 import 
pathway (Olivier et al. 2000). In the majority of 
cases the PTS2 motif is close to the N-terminal and 
is cleaved by a protease at a site situated 15-25 
residues after the PTS2 motif generating the mature 
peroxisomal protein (Hayashi et al. 2002). 
However, in C. roseus and A. thaliana, the PTS2 
motifs of PMK and MVD are situated relatively far 
from the N-terminal extremity (Table 1) and we can 
not confirm that a pre-sequence is cleaved 
following import in order to generate the mature 
protein. The cleavage of a PTS2 pre-sequence may 
not be an exclusive mechanism given that some 
proteins posses internal PTS2 motifs (Lamberto et 
al. 2010). There exists also a group of proteins that 
do not contain classic PTS motifs and are addressed 
to the peroxisome via a mechanism known as 
‘piggy-backing’ in which they form a complex with 
a protein containing a PTS motif. Finally, the fact 
that only one construction type (PMK-YFP et 
MVD-YFP) results in peroxisomal targeting can be 
explained by a masking of the PTS2 by the 
fluorescent protein when it is situated in position N-
terminal: in this orientation the protein remains 
confined to the cytoplasm (Tian et al. 2004). 
The cytoplasmic localisation of MVK is 
different from that of the mammalian MVK, which 
is targeted to the peroxisome by the PTS2 
KVILHGEHA targeting signal (Kovacs et al. 
2007). While CrMVK and AtMVK also contain the 
sequence KIILAGEHA, that conforms to the PTS2 
consensus sequence (R/K)(L/V/I)X5(H/Q)(L/A) 
(Table 1), no peroxisomal targeting has been 
observed for either of the YFP fusion orientations. 
This shows that the presence of a canonical PTS2 
motif is not necessary sufficient to target the protein 
to peroxisome. Indeed, Mizuno et al. (2008) 
showed that of five mouse proteins containing 
conserved PTS2 motifs identified by bioinformatic 
approaches, none located to peroxisome. The 
authors pointed out the poor performance of 
computer-aided predictions of PTS2-containing 
proteins.  
Furthermore, some proteins showing dual 
compartmentalisation are located in the cytoplasm 
or peroxisomes depending on the surface 
accessibility of their PTS motifs. Thus, the PTS1-
mediated peroxisomal import of the human soluble 
epoxide hydrolase is dependent on the protein 
expression level and on the protein quaternary 
structure which affects the accessibility of PTS1 to 
the PEX5 receptor (Luo et al. 2008). Furthermore, 
the over-expression of MVK under these 
experimental conditions could affect the protein 
quaternary structure and in consequence mask the 
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 PTS2. Another explanation is that the fusion of the 
YFP at the N- or C- terminal could physically 
obstruct the PTS2 (Tian et al. 2004). 
In regard to plants, there is no data 
reporting the compartmentalisation of all the MVA 
pathway enzymes in the same species although 
some individual enzyme localisations in different 
model systems have been published (Fig. 1). Thus, 
the A. thaliana AACT seems to have dual 
localisation in both the peroxisome and the 
cytoplasm (Carrie et al. 2007, Ahumada et al. 
2008).  However, AACT is not restricted to the 
MVA pathway and it has been shown that A. 
thaliana contains two genes AACT1 and AACT2 
encoding three and two proteins respectively. GFP 
experiments showed that the AACT1.3 isoform is 
targeted to peroxisomes, while the others remain 
cytoplasmic. On the basis of a microarray analysis 
which revealed that the gene AACT2, encoding the 
cytosolic isoforms AACT2.1 and AACT2.2, co-
expresses highly with HMGS and MVD, it has been 
suggested that the AACT isoform involved in the 
MVA pathway is encoded by AACT2 and is 
therefore a cytosolic enzyme (Carrie et al. 2007). 
When transiently expressed in onion epidermal 
cells and tobacco BY-2 cells, the Brassica juncea 
HMGS was shown to be localised in the cytoplasm 
(Nagegowda et al. 2005). HMGR has been shown 
to be anchored to the ER by a trans-membrane 
domain, exposing the catalytic domain of the 
enzyme to the cytoplasm (Campos and Boronat 
1995). Furthermore, HMGR has been localised 
within ER and within spherical vesicular structures 
in Arabidopsis plants (Leivar et al. 2005) and 
tobacco BY-2 cells (Meret et al. 2007). As 
determined in this work, in C. roseus cells, MVK 
occurs in the cytoplasm while PMK and MVD 
reside in peroxisomes. 
Although these data provide evidence for complex 
compartmentalisation of the MVA pathway 
suggesting subcellular trafficking of pathway 
intermediates, we conclude, according this study 
and that of Sapir-Mir et al. (2008) that the last three 
steps catalysed by PMK, MVD and IDI are located 
to peroxisomes (Fig. 1). Therefore, it will be 
necessary to revisit the classical sequestration of 
isoprenoid biosynthesis between plastids and 
cytoplasm by including the peroxisome as an 
additional isoprenoid biosynthetic compartment 
within plant cells.  
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E E L M E M N Q G L L Q C M G V S H A S I E T V L R T T L K Y K L A S K L T G A G G G G C V L T L L P T L L S
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A E L M E M N Q G L L Q C M G V S H S S I E T V L R T T L K F N L V S K L T G A G G G G C V L T L I P T M L S
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Supplementary figure S1. Multiple sequence alignment of plant MVK. Amino acid comparison of CrPMK from 
C. roseus (Genbank accession number HM462019) with MVKs from Hevea brasiliensis (HbMVK, GenPept 
accession number AAL18925), Arabidopsis thaliana (AtMVK, AGI accession number AT5g27450), Zea mays 
(ZmMVK, GenPept accession number ACG46416), Oryza sativa (OsMVK, GenPept accession number 
ABB47176) and Physcomitrella patens subsp. patens (PpMVK, GenPept accession number XP_001779131). 
Identical and similar residues, common to at least three proteins, are shaded in dark and light grey, respectively. 
The upperline indicates the regions corresponding to the PTS2-related nonapeptide. 
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A P D S W S W S W S D V K V I S P Q L G T E T D Y K F S H R D L S L R R V S R L C S E G S S S F V E Q A V Q L
CrPMK
HbPMK
AtPMK
ZmPMK
OsPMK
PpPMK
120 130 140 150 160
V V A A A Y A K F D N D R - - - K D S L R K L L L Q G L D I T I L G C N E F Y S Y R N Q I E A Q R L P L T P E
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V L R S C S R L T C S K W T E V A T N Q - H Q E L I V R S L L A A R D A F L E I R L H M R E M G I A A G V P I
I L E S C S T S S A D K W K I L H G D T P G S L E V V M S L L E T R Q A F L Q V R S L L R H V G E A A G V P I
CrPMK
HbPMK
AtPMK
ZmPMK
OsPMK
PpPMK
450 460 470 480 490
E P E S Q T Q L L D S T M N M E G V L L A G V P G A G G F D A V F A I T L G S S S - E N V I K A W T S S N V L
E P E S Q T R L L D T T M N M D G V L L A G V P G A G G F D A V F A V T L G D S G - T N V A K A W S S L N V L
E P E S Q T Q L L D S T M S A E G V L L A G V P G A G G F D A I F A I T L G D S G - T K L T Q A W S S H N V L
E P D S Q T R L L D A T M N M E G V L L A G V P G A G G F D A V F S V V L G D A S - N A V A H A W S S V G V L
E P E S Q T Q L L D A T M N M E G V L L A G V P G A G G F D A V F S V I L G E A S - D A V A K A W S S A G V L
E P P S Q T A L L D A T M E M D G V L L A G V P G A G G F D A V F A I T I G S T V R D K L E L E W S R R G V L
CrPMK
HbPMK
AtPMK
ZmPMK
OsPMK
PpPMK
500 510 520 530 540 550
A L L I R E D P N G V S I E Q N D P Q A T G I T S G V S S I K I E
A L L V R E D P N G V L L E S G D P R T K E I T T A V F A V H I
A L L V R E D P H G V C L E S G D P R T T C I T S G V S S I H L E
P L P V R E D C R G V S L E D A D P R T R E V S A A V W S I Q I N
P L L V R E D P R G V S L E A G D P R T R E V S T A V S S I Q I N
S L S A Q E D P S G V S L E K C D P R E V
Supplementary figure S2. Multiple sequence alignment of plant PMK. Amino acid comparison of CrPMK from 
C. roseus (Genbank accession number HM462020) with PMKs from Hevea brasiliensis (HbPMK, GenPept 
accession number AAL18926), Arabidopsis thaliana (AtPMK, AGI accession number AT1g31910), Zea mays 
(ZmPMK, GenPept accession number NP_001149345), Oryza sativa (OsPMK, GenPept accession number 
NP_001049577) and Physcomitrella patens subsp. patens (PpPMK, GenPept accession number XP_001765595). 
Identical and similar residues, common to at least three proteins, are shaded in dark and light grey, respectively. 
The upperline indicates the regions corresponding to the PTS2-related nonapeptide.  
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M A E S - - - W V I M V T A Q T P T N I A V I K Y W G K R D E K L I L P V N D S I S V T L D P A H L C T T T
M A E E K - - W V V M V T A Q T P T N I A V I K Y W G K R D E V R I L P I N D S I S V T L D P D H L C T L T
M A T E K - - W V F M V T A Q T P T N I A V I K Y W G K R D E V R I L P V N D S I S V T L D P D H L C T V T
M A A A E G Q W V L M A T G R T P T N I A V I K Y W G K R D E A L I L P I N D S I S V T L D P D H L S A T T
M A A A E E G Q W V L M A T G R S P T N I A V I K Y W G K R D E A L I L P V N D S I S V T L D P D H L S A T T
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T V A V S P S F A Q D R M W L N G K E I S L S G G R Y Q N C L R E I R A R A C D V E D K E R G I K I S K K D W
T V A V S P S F D R D R M W L N G K E I S L S G S R Y Q N C L R E I R S R A D D V E D K E K G I K I A K K D W
T V A V S P A F D R D R M W L N G K E I S L S G S R Y Q N C L R E I R G R A G D V E D M E K G I K I R K K D W
T V A V S P S F P S D R M W L N G K E I S L L G G R F Q S C L R E I R K R A R D F E D K E K G V K I K K E D W
T V A V S P S F P S D R M W L N G K E I S L S G G R F Q S C L R E I R K R A Q D V E D E K K G I R I K K E D W
T V A A S P A F E R D R L W L N G K E V S V E G E R Y R N C L R E M R A R A T D V V I E S S G K V I T K E V W
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E K L Y V H I A S Y N N F P T A A G L A S S A A G F A C L V F A L A K L M N A K E D - N S E L S A I A R Q G S
E K L H L H I A S H N N F P T A A G L A S S A A G F A C L V F A L A K L M N V N E D - P S Q L S A I A R Q G S
E K L N L H I A S H N N F P T A A G L A S S A A G F A C L V F S L A K L M N V D E D - P S H L S A I A R Q G S
D K L H V H I A S Y N N F P T A A G L A S S A A G L A C F V F T L G K L M N A K E D - Y G E L S S I A R Q G S
G K L H V H I A S F N N F P T A A G L A S S A A G L A C F V F T L G K L M N V K E D - H G E L S S I A R Q G S
S T L H I H I A S E N N F P T A A G L A S S A A G F A C L V Y S L A Q L M N V K E K Y E G E L T A I A R L G S
CrMVD
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T S G M R E T V E T S P L I Q H R A L E V V P K R I I Q M E E A I R N R D F P T F T C L T C S D S N Q F H A V
T T G M R E T V E T S L L L Q H R A K E I V P K R I V Q M E E S I K N R N F A S F A H L T C A D S N Q F H A V
T S G M R E S V E T S L L L Q H R A K E V V P V R I L Q M E E A I K N R D F T S F T K L T C S D S N Q F H A V
T S G M R E S V E T S L L L Q H R A K E V V P K R I L Q M E E A I K N R D F A S F T Q L T C T D S N Q F H A V
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Supplementary figure S3. Multiple sequence alignment of plant MVD. Amino acid comparison of CrMVD from 
C. roseus (Genbank accession number HM462021) with MVDs from Hevea brasiliensis (HbMVD, GenPept 
accession number AAL18927), Arabidopsis thaliana (isoform AtMVD1, AGI accession number AT2g38700 and 
isoform AtMVD2, AGI accession number AT3g54250), Zea mays (ZmMVD, GenPept accession number 
ACG34742), Oryza sativa (OsMVD, GenPept accession number BAD27942) and Physcomitrella patens subsp. 
patens (PpMVD, GenPept accession number XP_001774493). Identical and similar residues, common to at least 
four proteins, are shaded in dark and light grey, respectively. The upperline indicates the regions corresponding to 
the PTS2-related nonapeptide.  
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Supplementary Table S1 Primers for cloning cDNAs encoding periwinkle MVA pathway 
enzymes 
 
 
Degenerate Primers           Conserved aa 
 
CrMVKdegF2   (5’-AACACGCMGTKGTKCACG-3’)   GEHAVVHG 
CrMVKdegR2   (5’-ACCMCCWGCTCCWGTCARCTTAG-3’) SKLTGAGG 
CrPMKdegF1   (5’-TGGCTGTWGTTGCTTCTGCTCC-3’) MAVVASAP 
CrPMKdegR1   (5’-AAYCCACCWGCTCCAGGAAGWCC-3’) GVPGAGGF 
CrMVDdegF1   (5’-ATCGVATGTGGCTHAATGGVAAGG-3’) DRMWLNGKE 
CrMVDdegR1   (5’-ACTGCATTHGGCCCAGCATC-3’)   DAGPNAV  
 
Primers used for 3’ RACE-PCR 
 
MVK_F   (5’-TTCAAGCACCTTCTGATGATCTTGCC-3’) 
PMK_F   (5’-ATGCTTGAGATCAGATATCACATGC-3’) 
MVD_F   (5’-AACATAGAGCGTTGGAAGTAGTACC-3’)  
AUAP    (5’-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3’) 
AP   (5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3') 
 
Primers used for GenomeWalker and PhageWalker 
 
GWMVK1  (5’-TTGGCTATGCCAGAGGGTTTCC-3’) 
GWMVK2  (5’-TTCACCAATTCCAGGCTCCTCTCC-3’) 
GWMVK4  (5’-ATCCATGCACCACCGCGTGCTCCCCAGC-3’) 
GWMVK5  (5’-TCCCCAGCAAGAATGATTTTCCCAGG-3’) 
GWPMK1  (5’-ACTCTCAGGTTTAAGTTCTTCATAAATTGG-3’) 
GWPMK2  (5’-AACGTGCATTTGTACTCAGCACAATCCCAGC-3’) 
GWMVD1  (5’-AGCTGAGGAAGCCAACCCAGCAGCAGTAGG-3’) 
GWMVD2  (5’-TCTCATCCTCAACATCATTAGCACGAGATCG-3’) 
AP1   (5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’) 
AP2   (5’-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’) 
T3   (5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’) 
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 Supplementary Table S2 Primers used for vector constructions 
 
 
Primers used for YFP-fusion constructions 
 
Catharanthus roseus 
CrMVK_Fwd  (5’-CTGAGA-NheI-ATGGAGGTAAGAGCTAGAGCTCC -3’) 
CrMVK_Rev  (5’-CTGAGA-NheI-TGAAAAACCAGTGAAGGAAATCTCCATCC-3’) 
CrPMK_Fwd  (5’-CTGAGA-NheI-ATGGCTGTGGTTGCTTCGGCTCCTGG-3’) 
CrPMK_Rev  (5’-CTGAGA-NheI-TTCAATCTTAATTGACGAAACACCAG-3’) 
CrMVD_Fwd  (5’-CTGAGA-NheI-ATGGCTGAGAAGAATGATTCATGGGTTTTAATGG-3’)  
CrMVD_Rev  (5’-CTGAGA-NheI-CTTGGGCAACCCGGTTTCAGGGTTAAG-3’) 
 
Arabidopsis thaliana 
AtMVK_Fwd  (5’-CTGAGA-NheI-ATGGAAGTGAAAGCTAGAGCTCC-3’) 
AtMVK_Rev  (5’-CTGAGA-NheI-ATAGCAAATCTGAGCTCCGTTACCACC-3’) 
AtPMK_Fwd  (5’-CTGAGA-NheI-ATGGCTGTTGTTGCTTCTGCTCCTGG-3’) 
AtPMK_Rev  (5’-CTGAGA-NheI-CTCAAGGTGAATTGATGAAACGCCTGG-3’) 
AtMVD_Fwd  (5’-CTGAGA-NheI-ATGGCGGAGGAGAAATGGGTGGTGATGG-3’) 
AtMVD_Rev  (5’-CTGAGA-NheI-TTTGGGGAGGCCAGTTTGAGGATGGAG-3’) 
 
Primers used for yeast expression constructions 
 
MVKf (5’-ATAGGGAATATT-HindIII-ATGGAAGTTAAAGCAAGAGCTCCTGGGAAAATCATTCTTGCTGGGGAGC-3’) 
MVKr (5’-ATGATGCGGCCC-XbaI-TCATGAAAAACCAGTGAAGGAAATCTCCATCC-3’) 
PMKf (5’-ATAGGGAATATT-SacI-ATGGCTGTGGTTGCTTCGGCTCCTGG-3’) 
PMKr (5’-ATGATGCGGCCC-BamHI-TTATGGTCCAGAAAGGTCATATACC-3’)  
MVDf (5’-ATAGGGAATATT-HindIII-ATGGCTGAGAAGAATGATTCATGGGTTTTAATGG-3’) 
MVDr (5’-ATGATGCGGCCC-XbaI-AAGAGTGACCGGCAGCATTTTACTTGG-3’) 
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Supplementary Table S3 Yeast strains used for complementation studies  
   
Strain name Genotype 
 
Heterozygous diploid strains 
 
YMR208W    MATa/a  ura3Δ0/ura3Δ0  leu2Δ0/leu2Δ0  his3Δ1/his3Δ1  lys2Δ0/LYS2 
met15Δ0/MET15 can1Δ::LEU2‐MFA1pr‐HIS3/CAN1 erg12Δ::KanMX/ERG12 
YMR220W    MATa/a  ura3Δ0/ura3Δ0  leu2Δ0/leu2Δ0  his3Δ1/his3Δ1  lys2Δ0/LYS2 
met15Δ0/MET15 can1Δ::LEU2‐MFA1pr‐HIS3/CAN1 erg8Δ::KanMX/ERG8 
YNR043W    MATa/a  ura3Δ0/ura3Δ0  leu2Δ0/leu2Δ0  his3Δ1/his3Δ1  lys2Δ0/LYS2 
met15Δ0/MET15 can1Δ::LEU2‐MFA1pr‐HIS3/CAN1 mvd1Δ::KanMX/MVD1 
 
Heterozygous diploid transformed strains 
 
Sc (erg12Δ/ERG12) + pYES2  YMR208W carrying the plasmid pYES2 
Sc (erg8Δ/ERG8) + pYES2  YMR220W carrying the plasmid pYES2 
Sc (mvd1Δ/MVD1) + pYES2  YNR043W carrying the plasmid pYES2 
Sc (erg12Δ/ERG12) + pYES2‐CrMVK  YMR208W carrying the plasmid pYES2‐CrMVK 
Sc (erg8Δ/ERG8) + pYES2‐CrPMK  YMR220W carrying the plasmid pYES2‐CrPMK 
Sc (mvd1Δ/MVD1) + pYES2‐CrMVD  YNR043W carrying the plasmid pYES2‐CrMVD 
 
Haploid transformed strains 
 
Sc (erg12Δ) + pYES2‐CrMVK  MATa  ura3Δ0  leu2Δ0  his3Δ1  can1Δ::LEU2‐MFA1pr‐HIS3  erg12Δ::KanMX 
carrying the plasmid pYES2‐CrMVK 
Sc (erg8Δ) + pYES2‐CrPMK  MATa  ura3Δ0  leu2Δ0  his3Δ1  can1Δ::LEU2‐MFA1pr‐HIS3  erg8Δ::KanMX 
carrying the plasmid pYES2‐CrPMK 
Sc (mvd1Δ) + pYES2‐CrMVD  MATa  ura3Δ0  leu2Δ0  his3Δ1  can1Δ::LEU2‐MFA1pr‐HIS3  mvd1Δ::KanMX 
carrying the plasmid pYES2‐CrMVD 
Sc (ERG12) + pYES2‐CrMVK  MATa ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 can1Δ::LEU2‐MFA1pr‐HIS3  
    carrying the plasmid pYES2‐CrMVK 
Sc (ERG8) + pYES2‐CrPMK  MATa ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 can1Δ::LEU2‐MFA1pr‐HIS3  
    carrying the plasmid pYES2‐CrPMK 
Sc (MVD1) + pYES2‐CrMVD  MATa ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 can1Δ::LEU2‐MFA1pr‐HIS3  
    carrying the plasmid pYES2‐CrMVD 
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Supplementary Methods 
 
Cloning of C. roseus cDNAs encoding enzymes of 
the MVA pathway 
 
The sequences of the primers used for the 
isolation of the periwinkle cDNAs MVK, PMK and 
MVD are given in supplementary Table S1. 
 
1. Mevalonate kinase  
 
A partial length cDNA of 962 bp was 
recovered from seedling leaves by RT-PCR using 
degenerate primers CrMVKdegF2 and 
CrMVKdegR2 corresponding to the GEHAVVHG 
and SKLTGAGG conserved protein sequences of 
plant MVKs (Genbank accession numbers: 
AF429384, AC150244 and AF141853). PCR 
reactions were carried out using the GoTaq 
polymerase (Promega, France) and PCR conditions 
are described in (Simkin et al. 2006). Briefly, the 
PCR program was as follows: 9 amplification 
cycles of 95°C/30 sec, 1 min at 60-50°C 
(decreasing by 1°C per cycle) and 1 min at 72°C 
followed by 25 amplification cycles of 95°C/30 sec, 
1 min at 50°C and 1 min at 72°C. The PCR product 
was cloned into pGEM-T Easy vector (Promega, 
France) to generate the plasmid pGEM-MVK962. 
A partial-coding sequence of 918 bp “minus 
degenerate primer regions” was obtained.  An 
additional 48 bp of the 5’ sequence was recovered 
by Nested PhageWalker using a C. roseus cDNA 
library (Simkin AJ, unpublished data) constructed 
with the ZAP Express System (Stratagene, France). 
The first PCR reaction (50 µl) contained 200 nM of 
reverse primer GWMVK1 and forward primer 
corresponding to the phage plasmid T3 primer. 
PCR reaction conditions are as described for 
GenomeWalker (Simkin et al. 2008). Nested PCR 
was carried out using 1µl of a 1/50 dilution of the 
first PCR with primers GWMVK2 and T3. A band 
of approximately 550 bp was recovered, cloned into 
pGEM-T Easy vector to generate pGEM-
PWMVK1 and sequenced. The remaining 21 bp, 
including the start ATG codon, were recovered by 
using the GenomeWalker kit (Clontech, France). 
PCR amplification of genomic DNA extracted from 
periwinkle leaf was done with primers GWMVK4 
and AP1 (from the GenomeWalker kit) followed by 
nested PCR using primers GWMVK5 and AP2 
(from the GenomeWalker kit). This generated a 
fragment of 523 bp, which was cloned into pGEM-
T Easy vector to generate pGEM-GWMVK1. The 
resulting insert was sequenced giving the remaining 
21 bp of the coding sequence and 476 bp upstream 
of the start ATG codon containing a part of the 
promoter region.  The 3’ coding sequence of MVK 
was recovered by 3’RACE-PCR according to the 
manufacturer’s instructions (Invitrogen, France). 
Reverse transcription was made with primer AP 
followed by PCR amplification with the primer 
MVK_F and the reverse primer AUAP (from the 
3’RACE-PCR kit) generating a fragment of 688 bp 
including the polyA tail. 
 
2. Phosphomevalonate kinase  
 
A partial length cDNA of 1336 bp was 
recovered from seedlings by RT-PCR using 
degenerate primers CrPMKdegF1 and 
CrPMKdegR1 corresponding to the MAVVASAP 
and GVPGAGGF conserved protein sequences of 
plant PMKs (Genbank accession numbers: 
AB294694 and AK221797). The PCR product was 
cloned into pGEM-T Easy vector to generate 
pGEM-PMK1336. A partial coding sequence of 
1291 bp “minus degenerate primer regions” was 
obtained.  
Using the Genomewalker kit, the 5’ coding 
sequence of the periwinkle PMK was obtained 
using PCR reaction conditions described above and 
primers GWPMK1 and AP1 followed by nested 
PCR using primers GWPMK2 and AP2. This 
generated a fragment of 582 bp, which was cloned 
into pGEM-T Easy vector to generate pGEM-
GWPMK1. The resulting insert was sequenced 
giving the remaining 104 bp of the coding 
sequence, including an intron of 132 bp between 
bases 9 and 10 of the coding sequence. A region of 
346 bp upstream of the start ATG codon was also 
recovered. The 3’ coding sequence of PMK was 
recovered by 3’RACE-PCR using primer PMK_F 
and reverse primer AUAP. This generated a 
fragment of 531 bp including the polyA tail.  
 
3. Mevalonate 5-diphosphate decarboxylase 
  
A partial cDNA clone of 760 bp was 
recovered from C. roseus seedlings using 
degenerate primers CrMVDdegF1 and 
CrMVDdegR1 corresponding to the 
DRMWLNGKE and DAGPNAV conserved protein 
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sequences of plant MVDs (Genbank accession 
numbers: AB294695, AM433143 and Y17593). 
The PCR product of 760 bp was cloned in pGEM-T 
Easy vector to generate pGEM-MVD760. A partial 
coding sequence of 716 bp “minus degenerate 
primer regions” was obtained.   
Using the Genewalker kit, the 5’ coding 
sequence of the periwinkle MVD was obtained 
using primers GWMVD1 and AP1 followed by 
nested PCR using primer GWMVD2 and AP2. This 
generated a fragment of 706 bp, which was cloned 
into pGEM-T Easy vector to generate pGEM-
GWMVD1. The resulting insert was sequenced 
giving the remaining 296 bp of the coding 
sequence, including an intron of 144 bp between 
bases 217 and 218 of the coding sequence. A region 
of 266 bp upstream of the start ATG codon was 
also recovered. The 3’ coding sequence of 
periwinkle MVD was recovered by 3’RACE-PCR 
using primer MVD_F and reverse primer AUAP. 
This generated a fragment of 827 bp including the 
polyA tail.  
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Organisation cellulaire et 
subcellulaire de la voie de biosynthèse 
des alcaloïdes indoliques 
monoterpéniques de Catharanthus 
roseus 
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Résumé 
Catharanthus roseus est une plante tropicale de la famille des Apocynacées d’intérêt thérapeutique en raison 
de sa capacité à synthétiser des alcaloïdes indoliques monoterpéniques (AIM) utilisés en chimiothérapie 
anticancéreuse. La teneur en AIM in planta est très faible notamment en raison d’une haute 
compartimentalisation cellulaire et subcellulaire de la voie de biosynthèse. Si la compartimentalisation 
cellulaire était bien caractérisée, très peu de données de localisation subcellulaire in situ étaient disponibles au 
début de cette thèse. Une connaissance fine de cette compartimentalisation est cependant nécessaire pour 
identifier les transports inter-compartiment de métabolites intermédiaires, limitant potentiellement le flux 
métabolique, afin d’améliorer ensuite le rendement de biosynthèse des AIM par ingénierie métabolique. Dans 
ce contexte nous avons réalisé une étude exhaustive de la localisation subcellulaire des enzymes de cette voie 
par imagerie GFP dans des cellules de C. roseus transformées par biolistique permettant d’établir un nouveau 
modèle intégré d’organisation cellulaire et subcellulaire de la biosynthèse des AIM. 
Mots-clefs: Catharanthus roseus, alcaloïdes indoliques monoterpéniques, terpènes, MEP, enzyme, 
compartimentalisation cellulaire et subcellulaire, transport, biolistique, imagerie GFP, BiFC, ingénierie 
métabolique.   
 
Abstract  
Catharanthus roseus is a tropical plant from the Apocynaceae family with a great therapeutic value due to its 
ability to synthesize monoterpene indole alkaloids (MIA) used in cancer treatment. The yields of these 
molecules in planta are very low due to a very high level of compartmentation of the biosynthetic pathway at 
both cellular and subcellular levels. While the cellular compartmentation was widely characterized, very few in 
situ subcellular localization data were available at the beginning of this PhD. An accurate knowledge of this 
compartmentation is necessary to identify intermediate metabolites transport events from one compartment to 
another one, in order to increase the MIA biosynthesis yield by metabolic engineering approaches. In this 
context we have proceed to the exhaustive study of the subcellular localization of these enzymes by in vivo 
GFP imaging in C. roseus cells transformed by biolistic. Potential interprotein interactions of these enzymes 
have also been studied by BiFC. Altogether, our results enabled us to draw an integrated model of the cellular 
and subcellular organization of MIA biosynthesis in situ.  
Key words: Catharanthus roseus, monoterpene indole alkaloid, terpenoid, MEP, enzyme, cellular and 
subcellular compartmentation, transport, biolistic, GFP imaging, BiFC, metabolic engineering. 
 
